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Los trastornos neurodegenerativos multifactoriales, como la enfermedad de Alzheimer 
(EA), son un problema creciente de salud pública mundial debido al aumento de su 
incidencia y la baja efectividad de los tratamientos actuales. Dado que la farmacoterapia 
basada en un blanco molecular ha sido insuficiente en el descubrimiento de agentes para 
el tratamiento o cura de enfermedades complejas, el enfoque multi-diana se ha 
posicionado como una de las estrategias más promisorias en la búsqueda de nuevos 
candidatos a fármacos. En el presente trabajo se realizó una búsqueda racional de 
alcaloides isoquinolínicos con potencial inhibitorio frente a colinesterasas en especies del 
género Zanthoxylum; y la determinación de la actividad multi-diana frente a mecanismos 
claves asociados a la patogénesis de la EA, como el agotamiento de neurotransmisores, 
la agregación de beta-amiloide (Aβ1-42) y el estrés oxidativo.  
 
Inicialmente, se realizó un perfilado metabolómico (LC-MS) de extractos alcaloidales de 
especies del género Zanthoxylum (Rutaceae), con el fin de identificar posibles alcaloides 
inhibidores de colinesterasas, priorizar los extractos más promisorios y hacer la selección 
de una especie para continuar con el aislamiento bio-dirigido de los metabolitos de interés. 
Para este propósito, se analizaron 41 extractos alcaloidales de nueve especies de 
Zanthoxylum por HPLC-UV-HRMS y se determinó la actividad inhibitoria frente a 
colinesterasas (AChE/BChE). Haciendo uso de un análisis bioquimiométrico, se 
seleccionaron 11 alcaloides biomarcadores, los cuales fueron identificados tentativamente 
por dereplicación manual. Los extractos con mayor actividad inhibitoria frente a las enzimas 
(Z. schreberi y Z. monophylum) mostraron alta presencia de dos biomarcadores 
identificados tentativamente como berberina y queleritrina, los cuales han sido 
ampliamente reportados como inhibidores de colinesterasas y monoamino oxidasas. Por 
lo tanto, se realizó un estudio químico dirigido del extracto de corteza de Z. schreberi en 
búsqueda de berberina y queleritrina, a fin de validar los resultados del modelo estadístico 
y hacer la priorización de los extractos con mayor potencial inhibitorio y baja presencia de 
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estos alcaloides. Los resultados del estudio bio-dirigido de Z. schreberi permitieron 
confirmar la predicción realizada por el modelo bioquimiométrico y hacer la selección de la 
especie Z. rigidum para continuar con la búsqueda racional de alcaloides inhibidores de 
colinesterasas con potencial multi-diana. 
 
Por medio del estudio bio-dirigido del extracto de raíz de Z. rigidum se aislaron ocho 
alcaloides isoquinolínicos y uno quinolónico, a los cuales se les evaluó la actividad 
inhibitoria frente a colinesterasas (AChE y BChE), monoamino oxidasas (MAO-A y B) y en 
la agregación de Aβ1-42. En el estudio preliminar de actividad biológica se encontró que dos 
alcaloides benzofenantridínicos, nitidina (EP4) y avicina (EP12), presentaron el mayor 
potencial inhibitorio frente a todos blancos moleculares, por lo cual fueron seleccionados 
para continuar con la caracterización multi-diana. Estas benzofenantridinas poseen 
actividad inhibitoria frente a la dupla de colinesterasas con valores de IC50 en el rango 
micromolar, siendo más activos frente a AChE. En el análisis cinético con las 
colinesterasas los dos alcaloides mostraron mecanismos de inhibición mixta y contantes 
(Ki) menores a 1 µM. La avicina presentó mayor potencial inhibitorio de las colinesterasas 
con valores de Ki de 0,063 µM (EeAChE), 0,511 µM (HrAChE) y 0,123 µM (EqBChE). 
Asimismo, avicina y nitidina poseen actividad antiagregante de Aβ1–42 con IC50 de 5,6 y 1,9 
µM, respectivamente. Adicionalmente, los dos alcaloides presentaron inhibición selectiva 
de la monoamino oxidasa A, con valores de IC50 menores a 2 µM e índices de selectividad 
superiores a 100. En el estudio cinético con MAO A los dos compuestos mostraron 
mecanismo de inhibición mixta y constantes de inhibición (Ki) en el rango nanomolar. Estos 
resultados sugieren que las benzofenantridinas avicina (EP12) y nitidina (EP4) poseen un 
alto potencial multi-diana, por lo tanto, representan un importante punto de partida en la 
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Multifactorial neurodegenerative disorders such as Alzheimer's disease (AD) are 
considered a growing public health problem due the rising incidence and low effectiveness 
of current treatment. Since pharmacotherapy based on a single target has been insufficient 
for drug development in complex diseases, the emerging multi-target approach is a 
promising strategy in the search of new anti-AD drug candidates. Herein the rational search 
and isolation of anti-cholinergic isoquinoline alkaloids from Zanthoxylum genus and the 
multi-target activity on key mechanisms associated with AD’s pathogenesis, i.e. cholinergic 
and monoaminergic depletion, β-amyloid (Aβ) aggregation, and oxidative stress were 
investigated.  
 
Initially, a LC-MS-based metabolomic approach of Zanthoxylum species was performed to 
identify potential anti-cholinesterase alkaloids predictors, rank the most promising extracts 
and selected one to carry out bio-directed isolation of potential bioactive alkaloids. 41 
alkaloid extracts of nine Zanthoxylum species were analyzed by HPLC-UV-HRMS and 
inhibitory activity against cholinesterase (AChE/BChE). 11 alkaloid biomarkers were 
selected using a biochemometric analysis, and tentatively identified by manual 
dereplication approach. The most active extracts against cholinesterase (Z. schreberi and 
Z. monophylum) showed higher concentration of two biomarkers tentatively identified as 
berberine and chelerythrine, which have been reported as cholinesterase and monoamine 
oxidase inhibitors. Thus, a targeted isolation of berberine and chelerythrine from the bark 
extract of Z. schreberi was performed, in order to validate the results of the statistical model 
and select those extracts with the highest inhibitory activity and lowest concentration of 
these biomarkers. The findings in bio-guided isolation of Z. schreberi support the 
biochemometric model prediction and allowed us to select the species Z. rigidum to 
continue the rational search of anticholinesterase-multimodal alkaloids. 
 
Alkaloid isolation from root extract of Zanthoxylum rigidum was carried out using multi-step 
chromatography and monitoring by TLC-bioautography against acetylcholinesterase 
(AChE) giving eight purified isoquinoline and one quinolone alkaloids. Isolated compounds 
were tested for inhibitory activity against cholinesterase (AChE and BChE), monoamine 
oxidase (MAO-A and B) and Aβ aggregation. Our study revealed two benzophenanthridine 
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alkaloids, nitidine (EP4) and avicine (EP12), as the most promising multi-target candidates. 
Both benzophenanthridines presented dual cholinesterase inhibition with IC50 values in 
micromolar range, being more active against AChE than BChE. Kinetic analysis with 
cholinesterase showed both compounds are reversible-mixed inhibitors, where avicine 
presented highest potency with Ki values of 0.063 µM (EeAChE), 0.511 µM (HrAChE) and 
0.123 µM (EqBChE). Likewise, avicine and nitidine presented moderate Aβ1–42 anti-
aggregation activity with IC50 values of 5.6 y 1.9 µM, respectively. In addition, both 
benzophenanthridines are MAO-A selective inhibitors, with IC50 values lower than 2 µM and 
selective index higher than 100. In the kinetic analysis with MAO A both alkaloids showed 
mixed-type inhibition and Ki values in the nanomolar range. Our findings suggest that 
avicine and nitidine are promising natural compounds and multifunctional candidates, 
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La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo crónico y 
multifactorial, de patogénesis compleja; que se caracteriza clínicamente por la pérdida 
progresiva de la memoria y otras capacidades cognitivas (Dong et al., 2012). El Alzheimer 
es la forma más común de demencia senil con alrededor de un 70% del total de los casos 
y mayor incidencia en personas mayores de 65 años (Gaugler et al., 2019; Sugino et al., 
2015). Actualmente se calcula que esta patología afecta a cerca de 50 millones de 
personas a nivel mundial, con una incidencia anual de 6 millones de nuevos casos. Debido 
al constante incremento de la población mayor a 65 años se proyecta que esta cifra podría 
superar los 150 millones de casos para 2050 (Collaborators, 2019; Gaugler et al., 2019). 
 
Actualmente la EA no tiene cura, de hecho, los tratamientos farmacológicos disponibles no 
permiten detener o por lo menos disminuir el avance de la enfermedad. Los cuatro 
medicamentos aprobados por la FDA son poco efectivos en etapas avanzadas y solo 
permiten tratar los síntomas a nivel cognitivo (Gaugler et al., 2019). Adicionalmente, desde 
la aprobación de los primeros fármacos para el tratamiento del Alzheimer no se ha logrado 
un avance sustancial en el posicionamiento de nuevos agentes terapéuticos, en los últimos 
años ningún candidato superó todas las fases clínicas debido a su baja eficiencia 
(Geldenhuys, 2015; Rahman & Choudhar, 2015). Dentro de las limitantes del éxito en 
investigación y desarrollo de nuevos medicamentos para el tratamiento del Alzheimer se 
encuentran principalmente la etiología multifactorial de la enfermedad y la búsqueda de 
agentes altamente selectivos de acuerdo con la paradoja “una molécula, un blanco 
molecular”. Dado que la farmacoterapia basada en un único target ha resultado insuficiente 
en el tratamiento de enfermedades complejas desde la química medicinal se han 
desarrollado diferentes estrategias para contrarrestar estas limitaciones, así como para 
mejorar la eficiencia de los tratamientos actuales (Sugino et al., 2015). Desde esta 
perspectiva, la búsqueda y diseño racional de compuestos multi-target o MTDLs (por sus 
siglas en inglés) es una de las estrategias más promisorias en el desarrollo de agentes 
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terapéuticos para el tratamiento de enfermedades multifactoriales, como el Alzheimer 
(Talevi, 2015; Zhang et al., 2019). El grupo más extenso de agentes anti-Alzheimer 
multimodales comprenden principalmente inhibidores de colinesterasas (iChE), con 
algunas propiedades adicionales que aumentan el perfil farmacológico como, actividad 
antiagregante de Aβ, actividad antioxidante, antagonismo de receptores neuronales, 
inhibición de β-secretasa, monoamino oxidasas (MAOs), entre otras (Guzior et al. , 2015; 
Knez et al., 2018). Por lo tanto, esta nueva generación de inhibidores de colinesterasas 
capaces de modular otros blancos moleculares tanto sintomáticos como modificadores de 
la enfermedad son un importante punto de partida en la búsqueda de nuevos y más 
eficaces candidatos para el tratamiento o cura de la EA. 
Los productos naturales (PNs), constituyen una fuente promisoria para el descubrimiento 
de compuestos con estructuras privilegiadas y características multi-target para el 
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas (Agis-torres et al., 2014; Dey et al., 
2017; Xiao & Tundis, 2013). Los alcaloides son los PNs con mayor impacto en el desarrollo 
de agentes anti-Alzheimer, de hecho, dos de los cuatro fármacos aprobados actualmente 
por la FDA, galantamina y rivastigmina, son alcaloides (Khoury et al., 2018).  
Adicionalmente, se han reportado una gran variedad de núcleos de tipo alcaloide con 
actividad frente a diferentes vías bioquímicas de la enfermedad, algunos de ellos se 
encuentran en fases clínicas; sin embargo, a la mayoría no se les ha determinado 
completamente su potencial terapéutico (Hung & Fu, 2017; Konrath et al., 2013; Ng et al., 
2015). Particularmente, la berberina, un alcaloide isoquinolínico (AI) de amplia distribución 
en plantas, ha presentado un alto potencial multimodal por la inhibición in vitro de enzimas 
“catabolizadoras” de neurotransmisores como ChEs y MAOs; así como por sus 
propiedades antioxidantes y reguladoras de colesterol (Ahmed et al., 2015). En modelos 
in vivo, por administración intragástrica la berberina logró minimizar el deterioro cognitivo 
en ratones y se detectó en el SNC con eliminación lenta (Ahmed et al., 2015; Chu et al., 
2018).  
En estudios más recientes, el alcaloide benzofenantridínco queleritrina fue identificado en 
un tamizaje in silico como potencial inhibidor de colinesterasas; en ensayos in vitro este 
alcaloide presentó actividad frente a AChE y BChE con concentraciones inhibitorias (IC50) 
del orden micromolar (Brunhofer et al., 2012). Adicionalmente la queleritrina también 
inhibió la agregación de β-amiloide, lo cual se relacionó con la unión al sitio aniónico 
periférico (PAS) de la acetilcolinestersa de acuerdo con lo observado en los estudios de 
acoplamiento (Brunhofer et al., 2012).  
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Considerando el potencial multimodal presentado por algunos alcaloides isoquinolinicos, 
su alta diversidad estructural y los pocos estudios de actividad biológica o farmacológica 
reportados, estos constituyen una fuente promisoria de agentes terapéuticos (Bräse, 
2015). 
De acuerdo a los anteriores antecedentes y los resultados obtenidos en un tamizaje 
preliminar de extractos etanólicos en la actividad inhibitoria frente colinesterasas realizado 
en el grupo de investigación QuiProNaB (Plazas et al., 2018), el género Zanthoxylum  fue 
seleccionado como punto de partida para la búsqueda de alcaloides isoquinolinicos con 
potencial multifuncional para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Para ello se 
realizó un estudio metabolómico de extractos alcaloidales por cromatografía líquida 
acoplada a espectrometría de masas (LC-MS) en combinación con herramientas de 
análisis multivariado, con el objetivo de reconocer posibles alcaloides inhibidores de 
colinesterasas y seleccionar las especies más promisorias para continuar con el estudio 
bio-dirigido. De esta forma, a partir del extracto de raíz de Zanthoxylum rigidum se aislaron 
9 alcaloides a los cuales se les determinó el potencial multi-diana, basados en procesos 
bioquímicos claves de la EA como lo son el agotamiento colinérgico, la agregación de β-
amiloide y el estrés oxidativo. Finalmente, se realizaron estudios de acoplamiento 
molecular (Docking) y de resonancia magnética de saturación por transferencia NMR-STD 
(por sus siglas en inglés) con AChE para predecir el sitio, modo de unión y las 
características farmacofóricas de los alcaloides más activos.  
Este documento está dividido en cinco capítulos en los que se presentan los antecedentes, 
metodologías, resultados y conclusiones del trabajo de investigación realizado. En el 
primer capítulo se hace una recopilación de información secundaria relacionada con la 
enfermedad de Alzheimer, agentes terapéuticos actuales, tendencias en la búsqueda de 
nuevos candidatos y los productos naturales como fuente de agentes multifuncionales. En 
el capítulo 2 se presenta el estudio metabolómico, la anotación de los candidatos 
inhibidores de colinesterasas y la selección de las especies promisorias. En el capítulo 3, 
el aislamiento e identificación de los alcaloides iChEs a partir del extracto de raíces de Z. 
rigidum. En el capítulo 4 se aborda el estudio de actividad biológica multi-target de los 
compuestos aislados frente a colinesterasas (AChE y BChE), monoamino oxidasas (MAO-
A y B) y la agregación de Aβ, así como el acoplamiento molecular de los alcaloides más 
activos.  Finalmente, en el último capítulo se presentan los resultados del estudio   de 
acoplamiento molecular y resonancia magnética con los alcaloides más activos a fin de 





1. Capítulo 1: Estado Actual del Tema 
1.1 La enfermedad de Alzheimer: un problema de salud pública 
mundial 
El Alzheimer es un desorden neurodegenerativo crónico, lo que quiere decir que progresa 
lentamente y los síntomas empeoran con el tiempo. Usualmente, los daños cerebrales 
comienzan varios años antes de la aparición de los primeros síntomas, esta etapa inicial 
se conoce como preclínica. En la etapa moderada (media), los cambios en las habilidades 
cognitivas pueden ser evidentes y una vez un paciente es diagnosticado con la EA su 
expectativa de vida está entre 8 y 20 años dependiendo de la edad (Gaugler et al., 2019). 
Finalmente, en la etapa avanzada la pérdida de memoria es severa, se presentan cambios 
drásticos en la personalidad y los pacientes requieren de ayuda para realizar todas las 
actividades de la vida cotidiana, lo cual implica dependencia absoluta (Gaugler et al., 
2019). Debido a su naturaleza degenerativa, que conlleva al deterioro gradual de la calidad 
de vida del paciente, la EA es considerada una enfermedad de alto costo. Se estima que 
el monto a nivel mundial para la atención médica de pacientes con demencia es cercano 
a 600 billones de dólares anuales, es decir aproximadamente un 1% del PIB mundial 
(Collaborators, 2019; Tsukamoto, 2015).  
La prevalencia e incidencia de la enfermedad han ido aumentando rápidamente en los 
últimos años. Actualmente, la prevalencia es cercana a los 50 millones de casos a nivel 
mundial, de los cuales un 65% corresponden a mujeres (Gaugler et al., 2019). A nivel 
geográfico, la mayor prevalencia se presenta en América, Asía y Europa (Figura 1-1). En 
Colombia no hay reportes exactos o actualizados de la prevalencia y la carga económica 
de la EA, se estima que actualmente más de 220 mil personas padecen de esta 
enfermedad. Sin embargo, estos datos son imprecisos y subestiman la prevalencia real 
debido a que no hay estrategias efectivas de control epidemiológico para la EA en el país 
(Ruiz et al., 2010).  
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El aumento de la expectativa de vida ha generado un cambio en la pirámide poblacional, 
lo cual se ha visto reflejado también en el incremento de la prevalencia e incidencia de las 
enfermedades asociadas a la edad. Particularmente para la EA, de no lograrse avances 
sustanciales en la prevención o cura, el número de casos podría superar los 150 millones 
para el año 2050 (Collaborators, 2019; Gaugler et al., 2019). Desde esta perspectiva las 
enfermedades asociadas al envejecimiento como el Alzheimer representan un gran reto 
para la medicina actual.  
 
  
Figura 1-1. Prevalencia mundial de la Enfermedad de Alzheimer 
 
Adicionalmente, el número de muertes por esta enfermedad superaron los tres millones a 
nivel mundial en 2017, posicionándose como la quinta causa de muerte en personas 
mayores a 65 años. Entre el año 2000 a 2017, las muertes por Alzheimer aumentaron un 
145%, mientras los casos por otras enfermedades crónicas como el cáncer de próstata y 
padecimientos cardiacos disminuyeron casi en un 6% (Collaborators, 2019; Gaugler et al., 
2019). Todo lo anterior muestra el alto impacto social y económico de la EA lo cual hace 
sea considerada un problema de salud pública mundial creciente. 
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1.2 Patología: de las generalidades a las principales hipótesis  
1.2.1 Generalidades de la patogénesis 
A nivel fisiopatológico la EA se caracteriza por la pérdida masiva de neuronas colinérgicas 
y por la acumulación anormal de dos tipos de agregados proteicos, la placa amiloide a 
nivel extracelular y los ovillos neurofibrilares intra-neuronales (Sanabria et al., 2017). La 
placa amiloide está compuesta por péptidos Aβ, estos suelen encontrarse también a nivel 
intracelular, pero son más prominentes y tóxicos a nivel extracelular (Roher et al., 2017). 
Las formas monoméricas de los péptidos Aβ forman diferentes tipos de agregados como 
dímeros, tetrámeros, oligómeros y protofibrillas, siendo los oligómeros las formas más 
neurotóxicas al obstruir en la comunicación sináptica (Kepp, 2012). Por otro lado, los ovillos 
neurofibrilares son agregados proteicos intracelulares de la proteína tau hiperfosforilada. 
Tau cumple una función importante en la estabilización de los microtúbulos del 
citoesqueleto de las neuronas, sin embargo la anormal fosforilación (hiperfosforilación) 
conlleva a daños estructurales en las neuronas, bloqueando el transporte axonal y 
desencadenando degeneración de las neuritas (Kepp, 2012; Sanabria et al., 2017).  
Otros eventos patológicos como la neuroinflamación, disfunción mitocondrial y atrofia 
neuronal son característicos durante el avance de la EA. La presencia de la placa amiloide 
y los ovillos neurofibrilares activan la respuesta inmune del SNC, a fin de eliminar los 
agregados proteicos tóxicos y las células muertas. Sin embargo, cuando la microglía no 
puede mantener el balance entre la formación y eliminación de estas toxinas se 
desencadena una cascada inflamatoria con liberación de factores citotóxicos y citoquinas 
pro-inflamatorias (Heneka et al., 2015). Por otro lado, los cambios estructurales y 
funcionales de la mitocondria se han relacionado con la deficiencia metabólica y energética 
durante los procesos neurodegenerativos como respuesta a la acumulación de péptidos 
amiloides, el estrés oxidativo y desequilibrio de calcio (Swerdlow, 2007). Pese a los 
importantes avances realizados en las últimas décadas en la elucidación de las vías 
bioquímicas afectadas en la EA, actualmente no existe una clara relación entre ellas o cual 
es el factor desencadenante de la cascada neurodegenerativa.  
1.2.2 Factores de riesgo 
Cerca de un 95% del total de los casos de Alzheimer corresponden a la forma esporádica 
y no tienen un factor único como iniciador de la enfermedad. De hecho, la EA se encuentra 
Capítulo 1  23
 
dentro del grupo de enfermedades crónicas complejas debido a que se han reconocido 
múltiples factores tanto genéticos como medioambientales que aumentan el riesgo del 
desarrollo esporádico de la patología (Gaugler et al., 2019). Sin embargo, ya se ha 
establecido que el envejecimiento es uno de los principales factores de riesgo. De acuerdo 
con estudios epidemiológicos, se estima que aproximadamente un 10% de personas de 
65 años y hasta un 60% de 85 años padecen de Alzheimer; además, la prevalencia e 
incidencia de la enfermedad aumentan casi exponencialmente con la edad (Gaugler et al., 
2019; Sugino et al., 2015). Dentro de los factores exógenos se incluyen, las dietas ricas en 
colesterol, el sedentarismo, tabaquismo, obesidad, hipertensión, diabetes, traumas cráneo 
encefálicos y sobre exposición a metales, entre muchos otros (Farooqui, 2017). Desde esta 
perspectiva un alto porcentaje de la población mundial actual estaría en riesgo de 
desarrollar la enfermedad.  
Otros estudios han permitido identificar algunos factores genéticos con el desarrollo del 
Alzheimer, la mayoría de ellos están relacionados con el procesamiento de la proteína 
precursora amiloide (APP), el metabolismo lipídico y de los péptidos Aβ (Kepp, 2012). 
Dentro de estos se destacan las mutaciones en el gen que codifica para la proteína 
precursora amiloide (APP); así como en los genes de las proteínas presenilina 1 (PS1) y 
presenilina 2 (PS2), estos últimos se han asociado con las formas autosómicas dominantes 
o Alzheimer familiar (Adalbert et al., 2007). Las mutaciones sobre las isoformas de la 
apolipoproteína transportadora del colesterol (ApoE4) aumentan el riesgo del desarrollo 
espontaneo de Alzheimer (Kepp, 2012). 
1.2.3 Principales hipótesis  
Debido a que actualmente los mecanismos exactos que desencadenan la muerte neuronal 
no se conocen totalmente se han propuesto diferentes hipótesis para explicar los factores 
desencadenantes del proceso neurodegenerativo; dentro de estas se destaca la hipótesis 
colinérgica, estrés oxidativo, tau y cascada amiloide (Kepp, 2012; Sanabria et al., 2017). A 
continuación, se describen las hipótesis de relevancia para la presente investigación. 
1.2.3.1. Hipótesis colinérgica 
 
La hipótesis colinérgica asocia el deterioro cognitivo y conductual con la pérdida masiva 
de neuronas hipocampales colinérgicas como respuesta a los bajos niveles de acetilcolina 
(ACh). El detrimento de ACh se debe a un desbalance entre la enzima acetilcolina 
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transferasa (AChT), que sintetiza el neurotransmisor y una alta tasa de degradación de 
este por enzimas colinesterasas (AChE y BChE) (Schliebs and Arendt, 2011). En la Figura 
1-2 se presenta un esquema general de la sinapsis colinérgica, el neurotransmisor ACh es 
liberado de las vesículas presinápticas en la hendidura o espacio sináptico. 
Aproximadamente la mitad de las moléculas de acetilcolina liberadas se descomponen 
inmediatamente y las restantes se unen a los receptores nAChR y mAChR en la membrana 
de la neurona postsináptica, con un tiempo de vida media muy corto (milisegundos). Este 
sistema es regulado por el metabolismo de la ACh antes y después de cumplir su función 
de neurotransmisor. Las colinesterasas son las enzimas encargadas de finalizar la 
neurotransmisión colinérgica a través de la hidrólisis de la acetilcolina en acetato y colina. 
Por endocitosis, la colina es recapturada por el botón sináptico de la neurona presináptica 
y es reutilizada para sintetizar nuevamente el neurotransmisor a partir de coenzima A y 
energía obtenida del metabolismo mitocondrial (Schliebs & Arendt, 2011). 
 
Figura 1-2. Representación de la sinapsis colinérgica 
Las colinesterasas (ChEs) pertenecen al grupo de las serinesterasas (3.1.1), y se dividen 
en dos subgrupos de acuerdo con sus propiedades catalíticas. Acetilcolinesterasa (AChE) 
o colinesterasa verdadera, que cataliza la hidrólisis de sustratos pequeños (grupos acetilo) 
y Butirilcolinesterasa (BChE) o pseudo-colinesterasa que cataliza la hidrolisis de diferentes 
grupos (acetilo, butilo, benzoilo). Las dos son glicoproteínas que pueden estar unidas a la 
membrana celular o ser liberadas al espacio extracelular. Estructuralmente presentan un 
alto grado de similitud, comparten el 65% de la secuencia de aminoácidos y son 
codificadas por diferentes genes en los cromosomas humanos. Se diferencian 
principalmente por el grado de N-glicosilación, siendo, más glicosilada la BChE. Estas 
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modificaciones postraduccionales afectan la estabilidad y las propiedades cinéticas de la 
enzima, pero no la capacidad catalítica (Reid et al., 2013). Las diferencias en la afinidad 
de unión de los sustratos están dadas por la disposición espacial del sitio activo de las dos 
enzimas (Pohanka, 2011). El sitio activo de las ChEs consta de dos regiones, el sitio 
catiónico catalítico (CAS) y el aniónico periférico (PAS) como se puede observar en la 
Figura 1-3. El sitio catalítico se encuentra aproximadamente a 20 Å del fondo de una 
cavidad y en este se localizan diferentes áreas: el sitio pi-catiónico, la cavidad oxoaniónica 
y el sitio estérico que contiene la tríada catalítica conformada por los aminoácidos Ser203, 
Glu202, His447 (en la enzima humana) (Cheung et al., 2012). La cavidad del sitio activo 
está revestida por un gran número de residuos aromáticos, a la entrada de esta cavidad 
se sitúa el PAS; que pese a ser denominado aniónico solo posee un residuo de carga 
negativa (Glu199) y en realidad está conformado por un gran número de residuos 
aromáticos altamente conservados. Además se ha encontrado que una de las principales 
diferencias entre las dos enzimas (AChE/BChE) es la ausencia de los residuos de 
aminoácidos aromáticos (Tyr72, Tyr124, Trp286) en el PAS de la BChE, lo que explica su 
menor selectividad (Dvir et al., 2010).  
 
Figura 1-3. Vista esquemática del sitio activo de la AChE (Silva et al., 2014) 
 
Bajo condiciones normales del funcionamiento neuronal la AChE es la principal 
responsable de la hidrólisis de ACh, sin embargo, se ha demostrado que durante el 
progreso de la enfermedad de Alzheimer la actividad de esta disminuye mientras que la de 
BChE aumenta gradualmente (Lane et al., 2016). Los estudios realizados sobre el rol de 
la BChE señalan el aumento de su expresión se da para suplir el rol catalítico de AChE y 
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de esta forma mantener el equilibrio en la neurotransmisión. Además la BChE también 
tiene influencia sobre la modulación del control motor, la conciencia, la cognición y el 
comportamiento debido a la regulación del nivel de acetilcolina (Diamant et al., 2006). Por 
lo tanto, las dos enzimas son consideradas blancos moleculares válidos para la búsqueda 
de agentes capaces de restaurar la función colinérgica. 
1.2.3.2. Hipótesis amiloide 
Esta hipótesis postula que un desequilibrio entre la producción y eliminación de péptidos 
Aβ ocasiona una acumulación de agregados insolubles, altamente tóxicos que dan inicio a 
los eventos patogénicos característicos de la EA (Mohamed et al., 2016). 
La proteína precursora amiloide (APP) es una proteína integral transmembrana de tipo I, 
que se encuentra en tres isoformas predominantes con 695, 751 y 770 aminoácidos, 
obtenidas por splicing diferencial. De las tres isoformas solo la APP695 se expresa 
exclusivamente en neuronas, aunque se ha reportado el aumento en la expresión de 751 
y 770 durante el proceso patológico (Chen et al., 2017). Las funciones fisiológicas de la 
APP no se conocen con exactitud, sin embargo, se ha asociado con el crecimiento de las 
neuritas, supervivencia neuronal, neuro-reparación, tráfico de proteínas en el axón, 
señalización transmembrana, adhesión celular y metabolismo de calcio (Dawkins and 
Small, 2014).  
La APP es procesada en la membrana celular mediante un clivaje proteolítico originando 
péptidos Aβ de varias longitudes. Las formas monoméricas de Aβ son solubles y son 
excretadas a través del fluido cerebroespinal y en la sangre en bajas concentraciones. No 
obstante, en pacientes con la EA se presenta un aumento y acumulación de estos 
monómeros lo que conlleva a la formación de oligómeros insolubles (Chen et al., 2017). La 
acumulación de estos residuos insolubles se ha relacionado con el orden de acción de las 
secretasas que llevan a cabo el procesamiento proteolítico de APP, siendo este 
procedimiento lo que determina los productos peptídicos formados y su patogenicidad, 
como se observa en la Figura 1-4 (Mohamed, et al., 2016). Durante el procesamiento 
normal o no amiloidogénico de la APP el clivaje comienza por la acción de una α-secretasa 
con posterior hidrólisis de una γ-secretasa, los péptidos obtenidos son solubles y no 
generan agregados; por lo tanto, no son patogénicos. Mientras que, en el proceso 
amiloidogénico el procesamiento inicia con la enzima β-secretasa (BACE1), cuyo producto 
es posteriormente procesado por γ-secretasa generando péptidos Aβ que forman 
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agregados y protofibrillas. Durante este clivaje se generan principalmente los péptidos 
Aβ40 y Aβ42, denominados con base en el número de aminoácidos. Las dos moléculas 
presentan actividad citotóxica siendo mayor la de Aβ42 (Jin et al., 2011). La toxicidad de 
Aβ se ha asociado principalmente a los oligómeros amiloides y más recientemente a las 
formas solubles (Chen et al., 2017). Diferentes estudios han demostrado que los déficits 
cognitivos en pacientes con la EA aparecen antes de la formación de las fibrillas y las 
placas insolubles, particularmente se ha encontrado que los eventos patológicos se 
desencadenan por un aumento drástico de especies amiloides solubles; lo cual ha 
respaldado la hipótesis que los oligómeros solubles son las especies más neurotóxicas, 
pueden inducir la hiperfosforilación de la proteína tau, disrupción de microtúbulos y 
degeneración de neuritas, explicando parcialmente los primeros eventos de la enfermedad 
(Mohamed, et al., 2016). 
 
Figura 1-4. Representación esquemática del procesamiento de la APP 
El proceso de agregación de los monómeros Aβ, puede ser modulado por la presencia de 
“moléculas chaperonas”, las cuales juegan un papel crucial en la formación de 
protofribillas. La AChE se ha co-localizado en los depósitos pre-amiloides y en el centro de 
las protofibrillas maduras en cerebros de pacientes con EA. También, se ha demostrado 
que la AChE funciona como un cofactor en la oligomerización de Aβ, acelerando la 
formación agregados; por lo tanto, esta resulta ser enzima clave no solo en el detrimento 
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colinérgico, sino también en la cascada amiloide (Wang & Zhang, 2018). Los estudios in 
vitro de agregación de Aβ en presencia de AChE con diferentes inhibidores y el uso de 
técnicas computacionales (Docking) han permitido determinar que el sitio aniónico 
periférico (PAS) de la enzima se encuentra directamente comprometido en el proceso de 
agregación de la β-amiloide. Por medio de los modelos de acoplamiento molecular se 
identificaron regiones hidrofóbicas aromáticas del PAS involucradas en la interacción con 
los oligómeros amiloide, específicamente un péptido altamente conservado en la 
subunidad catalítica de la acetilcolinesterasa que contiene el residuo de triptófano W279 
(Inestrosa et al., 2008). Estas observaciones fueron demostradas en estudios in vitro con 
neuronas hipocampales las cuales evidenciaron atrofia y apoptosis bajo diferentes 
concentraciones de AChE-Aβ. Los complejos AChE-Aβ también indujeron un aumento de 
la concentración intracelular de calcio y pérdida de potencial de membrana mitocondrial 
(Dinamarca et al., 2010).  
En cuanto a BChE, recientemente se ha encontrado que puede jugar un papel crucial en 
la regulación de la cascada amiloide, además de considerarse un marcador para el 
diagnóstico de la EA. En estudios in vivo con ratones a los cuales se les eliminó el gen de 
BChE, se observó una reducción de hasta un 70% en la formación de placas amiloides en 
los cerebros, lo cual indicaría que la BChE presenta una estrecha correlación con el 
procesamiento amiloidogénico de APP en la enfermedad de Alzheimer (Wang and Zhang, 
2018). En este sentido, la búsqueda actual de inhibidores de colinesterasas está dirigida 
tanto a la regulación colinérgica como a la modulación de la agregación de Aβ, como una 
vía modificadora de la enfermedad. Por lo tanto, la nueva generación de inhibidores de 
colinesterasas que puedan unirse tanto al sitio activo como al PAS de la enzima, 
constituyen una futura posibilidad terapéutica para el tratamiento de la enfermedad de 
Alzheimer (Zhang et al., 2019). 
1.2.3.3. Hipótesis de estrés oxidativo 
Se ha demostrado que el estrés oxidativo es un factor crucial y transversal en la 
patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas (Li et al., 2013). Un desbalance 
entre la producción y eliminación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno 
(RNS) desencadena una cascada oxidativa que puede conducir a la apoptosis neuronal. 
Si bien las especies reactivas juegan un papel fisiológico importante en el funcionamiento 
del cerebro, las células neuronales son altamente vulnerables al daño por estrés oxidativo 
debido al déficit de antioxidantes endógenos en comparación con otros órganos (Li et al., 
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2013). Diferentes factores medioambientales como la radiación UV, la polución y la 
sobreexposición a metales han sido ampliamente reconocidos por incrementar la 
producción de ROS y RNS. Sin embargo, durante el proceso de neurodegeneración se ha 
encontrado que la sobre activación de diferentes enzimas mitocondriales involucradas en 
la cadena respiratoria, así como la formación de la placa amiloide son los principales 
factores asociados al estrés oxidativo (Bird et al., 2014). Los cambios en el potencial de 
membrana mitocondrial y el aumento de ROS, se han relacionado con diferentes eventos 
patológicos como la peroxidación lipídica, oxidación de proteínas, la neuroinflamación y 
finalmente la disminución de la viabilidad celular (Cheignon et al., 2018; Chen and Zhong, 
2014). 
La búsqueda de compuestos antioxidantes ha sido una aproximación promisoria como 
estrategia preventiva en la EA, con algunos casos de éxito como lo son la curcumina y el 
resveratrol (Feng et al., 2013; Villaflores et al., 2012). Sin embargo, recientemente la 
hipótesis de estrés oxidativo está siendo abordada a través de la inhibición de enzimas 
mitocondriales involucradas en la cascada oxidativa para la regulación de la producción de 
especies reactivas de oxígeno (Parihar and Hemnani, 2004). Dentro de este grupo se 
encuentran las monoamino oxidasas A y B (MAO A y B), las cuales están localizadas en 
la membrana externa mitocondrial y catalizan la desaminación oxidativa de aminas 
neurotransmisoras como la serotonina, dopamina y norepinefrina (Edmondson et al., 
2004).  
El catabolismo de aminas neurotransmisoras es esencial para el mantenimiento de la 
sinapsis monoaminérgica, la cual se encarga de regular el estado de ánimo, la función 
cognitiva y motora, entre otras. Sin embargo, en diferentes procesos patológicos como la 
neurodegeneración y la depresión se han encontrado bajos niveles de estos 
neurotransmisores (Finberg and Rabey, 2016). Adicionalmente, durante el envejecimiento 
y en pacientes con Alzheimer se ha detectado un incremento en los niveles de MAOs, lo 
cual se ha relacionado con la sobreproducción de peróxido de hidrogeno y por ende de 
especies reactivas de oxígeno, desencadenando una respuesta pro-oxidativa (Tripathi et 
al., 2018). Por lo tanto, desde el punto de vista terapéutico los inhibidores de monoamino 
oxidasas tienen importante utilidad tanto en el mantenimiento de la sinapsis 
monoaminérgica a través de la regulación de los niveles de neurotransmisores, como en 
la neuroprotección mediante la regulación del estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial 
(Cai, 2014). 
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1.3 Agentes terapéuticos actuales 
Los medicamentos actualmente aprobados por la FDA para el tratamiento del Alzheimer 
se dividen en colinérgicos y neuroprotectores. De acuerdo con las primeras observaciones 
de la patología se postuló la hipótesis colinérgica, y basados en esta vía en 1993 la tacrina 
fue el primer inhibidor de colinesterasas (iAChE) autorizado para el tratamiento de la EA. 
Sin embargo, fue retirado del mercado pocos años después debido a su alta 
hepatotóxicidad. Posteriormente fueron aprobados otros iChEs como el donepezilo en 
1996, la rivastigmina en 2000 y la galantamina en 2001, cuyas estructuras se muestran en 
la Figura 1-5. Los inhibidores de AChE ayudan a disminuir o tratar los síntomas a nivel 
cognitivo, pero no detienen o retrasan la progresión de la enfermedad. Además, los iAChE 
solo permiten tratar los síntomas en las etapas inicial y moderada de la enfermedad, tienen 
baja biodisponibilidad oral y diversos efectos secundarios como nauseas, diarrea, 
hepatotoxicidad y pérdida de peso, entre otros (Gaugler et al., 2019; Khoury et al., 2018).  
La memantina (Fig. 1-5) fue uno de los últimos fármacos aprobados por la FDA y comenzó 
a comercializarse en el año 2002. Este compuesto tiene un mecanismo de acción diferente 
a los anteriormente descritos, actúa sobre el sistema glutaminérgico mediante el bloqueo 
de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) de glutamato. Este receptor es de gran 
importancia en la regulación de la homeostasis de calcio, la plasticidad neuronal y la 
memoria. Su acción inhibitoria es capaz de prevenir o atenuar la muerte celular por 
excitoxicidad disminuyendo despolarización inducida por exceso de Ca2+ y liberación 
vesicular del glutamato (GLU), por lo cual este compuesto se considera neuroprotector. La 
memantina, igual que los iChEs ha resultado ser paliativa desacelerando los síntomas de 
la enfermedad (Atri, 2019; Gaugler et al., 2019).  
Más recientemente se aprobó el uso de combinaciones de memantina con iChEs, como el 
donepezilo, para el tratamiento de la EA. El uso concomitante de dos agentes terapéuticos 
que presentan diferentes mecanismos de acción ha mostrado sinergismo con mayores 
efectos tanto a nivel colinérgico como glutaminérgico. La polifarmacología ha permitido 
aumentar la efectividad en el tratamiento de los síntomas tanto a nivel cognitivo como 
comportamental en pacientes con EA moderada hasta las etapas más avanzadas en 
comparación con la monoterapía (Gareri et al., 2014).  
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Figura 1-5. Agentes terapéuticos actuales en el tratamiento del Alzheimer 
1.4 Tendencias en el diseño de agentes terapéuticos para el 
Alzheimer 
Pese a que las investigaciones para el descubrimiento de agentes terapéuticos se han 
incrementado en las últimas décadas desde la aprobación de la memantina en 2002 no se 
ha tenido éxito en el posicionamiento de nuevos fármacos en el mercado. La etiología 
multifactorial y aún incierta de la enfermedad ha impedido la selección acertada de blancos 
moleculares en etapas de investigación y desarrollo (I&D), dando como resultado 
tratamientos sintomáticos y un alto número de fallos de candidatos en fases clínicas 
(Rahman and Choudhar, 2015). Estos resultados llevaron a la priorización de dianas 
moleculares para I&D, las cuales actualmente se dividen en dos grandes grupos: 
sintomáticas y modificadoras de la enfermedad. Las sintomáticas involucran 
principalmente enzimas degradadoras de neurotrasmisores y receptores neuronales; 
mientras que las modificadoras están directamente relacionadas con la formación de los 
agregados proteicos de Aβ y tau (Bennett et al., 2014).  
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De acuerdo con los reportes de estudios clínicos en la EA para el año 2018, de los 112 
candidatos en fases I a III el 63% presentó actividad sobre dianas modificadoras de la 
enfermedad; la mayoría directamente relacionados con la hipótesis amiloide como, 
inhibidores de BACE, antiagregantes Aβ e inmunoterapias. Mientras que el 34% restante 
exhibió acción en dianas sintomáticas, principalmente enfocadas a la regulación de 
neurotransmisores, neuroinflamación y neuroprotección (Cummings et al., 2020).  
Sin embargo, pesé a los importantes avances obtenidos en los últimos años el desarrollo 
de agentes terapéuticos capaces de detener o retrasar el avance la enfermedad sigue 
siendo un importante reto para la química medicinal, y requiere de un esfuerzo 
multidisciplinario. En este sentido, se han propuesto diferentes estrategias para minimizar 
los tiempos en las primeras etapas I&D, aumentar las probabilidades de éxito y 
contrarrestar los efectos indeseados. A continuación, se describen dos de las estrategias 
con mayor auge y que se relacionan con la temática de la presente investigación.  
1.4.1 Búsquedas y diseños racionales 
Si bien los descubrimientos empíricos han jugado un papel crucial en la química medicinal 
desde tiempos ancestrales, las tasas de éxito obtenidas con esta estrategia son muy bajas; 
por cada millón de moléculas iniciales tan sólo tres recuperan la inversión inicial (Khanna, 
2012). Sumado a esto, el aumento en la incidencia de enfermedades complejas y la alta 
necesidad médica insatisfecha, hacen necesario un replanteamiento en el descubrimiento 
de fármacos por serendipia. Por lo tanto, actualmente un alto porcentaje de investigaciones 
se encuentran enmarcadas dentro del enfoque “inteligente” o “racional”, constituyendo un 
paso crucial en el desarrollo de agentes terapéuticos (Mavromoustakos et al., 2011). 
La exploración racional de nuevas entidades terapéuticas se basa en el uso del 
fundamento bioquímico o etiológico de una patología para el direccionamiento de la 
búsqueda o diseño de compuestos capaces de modificar un proceso patológico. Al conocer 
el proceso bioquímico es posible seleccionar dianas terapéuticas para hacer el 
seguimiento de compuestos activos por tamizajes bio-dirigidos (in vitro) o tamizajes 
virtuales (in silico) (Harvey et al., 2015). 
Por otro lado, el diseño racional se enfoca en la optimización de hits y leads basado en la 
estructura del target (Mandal et al., 2009). El constante progreso de este enfoque se ha 
visto favorecido por la identificación de la estructura tridimensional de blancos moleculares 
Capítulo 1  33
 
y la construcción de bases de datos en donde se encuentran disponibles como el Protein 
Data Bank (PDB http://www.rcsb.org/). Adicionalmente el desarrollo de las técnicas 
computacionales ha catapultado las publicaciones y la aceptación de las estrategias 
racionales. El diseño de fármacos asistido por computador basado en la estructura del 
receptor (Docking) permite entender el modo de acción de moléculas activas, predecir el 
sitio y forma de unión, así como definir las interacciones ligando-proteína; complementando 
los estudios in vitro y aproximándose a un mecanismo de acción (Drwal and Griffith, 2013). 
En la optimización de hits se pueden realizar modificaciones estructurales en busca de un 
aumento en la afinidad con la diana terapéutica y posteriormente planear rutas de síntesis 
racionales o direccionadas hacía el objetivo particular (Sliwoski et al., 2014). 
1.4.2 Terapia Multi-diana 
La terapia multi-diana es una estrategia innovadora y de gran aceptación enfocada al 
tratamiento de enfermedades complejas, que surgió para suplir las deficiencias del 
paradigma “una molécula, un blanco molecular”. Esta aproximación tuvo como origen el 
efecto sinérgico observado con las combinaciones de medicamentos que presentan 
diferentes mecanismos de acción, lo cual permitió mejorar la eficiencia en el tratamiento 
de la EA. Sin embargo, debido a que la principal desventaja de la multi-medicación es una 
mayor toxicidad por biotransformación esta idea evolucionó hacia el descubrimiento de 
ligandos multi-diana o MTDLs (multi-target directed ligands) (Ramsay et al., 2018). Este 
tipo de ligandos son entidades químicas capaces de modular diferentes blancos 
moleculares relacionados con una patología al mismo tiempo. De acuerdo con su 
estructura se dividen en dos grandes grupos: ligandos híbridos y moléculas simples. Los 
primeros son obtenidos por la unión de farmacóforos de diferentes moléculas activas. En 
el segundo grupo se encuentran compuestos sintéticos, fármacos, productos naturales, 
derivados o análogos; con estructuras simples (Talevi, 2015; Zhang et al., 2019). En los 
dos casos, las investigaciones enfocadas a la búsqueda de agentes multimodales para la 
EA publicadas en los últimos años comprenden principalmente inhibidores de 
colinesterasas con actividad adicional (Mishra et al., 2019).  
En la Figura 1-6 se presentan algunos ejemplos de ligandos híbridos multi-target 
inhibidores de colinesterasas, la mayoría de estos son estructuras heterodiméricas que 
implican por lo menos un agente terapéutico conocido como tacrina, donezepilo o 
galantamina  (Mishra et al., 2019). Se han sintetizado híbridos de tacrina con 4-oxo-
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cromenos (un farmacóforo en la inhibición de BACE), como el compuesto 1 el cual mostró 
una potente inhibición frente AChE, BChE y BACE-1; adicionalmente este compuesto 
presentó alta capacidad antioxidante y buena permeabilidad de barrera hematoencefálica 
en el ensayo PAMPA. De forma similar, al fusionar el núcleo de tacrina con un inhibidor de 
la quinasa GSK-3β (implicada de la hiperfosforilación de tau) se logró obtener el compuesto 
3 (Figura 1-6); el cual presento inhibición frente a los dos targets seleccionados en 
concentraciones del orden nanomolar y regulación de la agregación de β-amiloide (Zhang 
et al., 2019). 
Resultados similares fueron obtenidos con híbridos de propargilamina como el compuesto 
2, o indol-piperazilo como el compuesto 5 conocido como contilisan; los cuales presentaron 
actividad inhibitoria frente a ChEs, MAOs, propiedades antioxidantes y neuroprotectoras 
(Zhang et al., 2019). Adicionalmente, el contilisan exhibió alta afinidad a los receptores 
histamínicos H3R (implicados en la regulación de neurotransmisores como histamina) y 
logró mejorar el déficit cognitivo inducido por Aβ42 in vivo, lo cual lo hace uno importante 
agente multimodal para el tratamiento de la EA (Bautista-Aguilera et al., 2018). 
Figura 1-6. Ligandos híbridos anti-colinesterasa con potencial multimodal 
 
El éxito de esta estrategia terapéutica se ve reflejado en el aumento de nuevas entidades 
moleculares (NEM) multi-target aprobadas por la FDA en los últimos años. Entre 2015 y 
2017 los agentes multimodales representaron un 21% del total de las NEMs y al sumar la 
multi-medicación (10%), el aporte total de la terapia multimodal fue casi tan significativo 
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como el de la monoterapia (34%). Si se considera que la estrategia multi-diana fue apenas 
introducida a comienzos del siglo XXI esta contribución es altamente representativa 
(Ramsay et al., 2018).  
Los productos naturales (PNs) constituyen una de las fuentes más abundantes de 
moléculas simples con alto potencial multi-diana (MTD) debido al particular interés de este 
tipo de compuestos dentro del presente trabajo, a continuación, se describen las 
generalidades, características, principales grupos y moléculas más promisorias. 
1.5 Productos Naturales con potencial multifuncional  
Los PNs abarcan un alto porcentaje del espacio químico hasta ahora explorado, 
constituyendo la principal fuente de compuestos con mayor diversidad química y potencial 
farmacológico (Harvey et al., 2015). Evolutivamente los PNs han jugado un papel muy 
importante en la supervivencia y adaptación de las especies, y al ser sintetizados en rutas 
en donde son reconocidos por un gran número de enzimas se dice que están 
“prevalidados”; es decir poseen las características necesarias para unirse a 
biomacromoléculas (van Hattum and Waldmann, 2014). Las anteriores cualidades hacen 
de los PNs una fuente única de scaffolds privilegiados con características multimodales 
para el tratamiento de enfermedades complejas como el Alzheimer (Agis-torres et al., 2014; 
Williams et al., 2011). La mayor parte de PNs con potencial multi-diana son polifenoles, 
terpenos o alcaloides con actividad inhibitoria frente a la colinesterasas y propiedades 
adicionales como actividad antioxidante, antinflamatoria, neuroprotectora, entre otras 
(Agis-torres et al., 2014; Ji and Zhang, 2008), a continuación se describen algunos 
ejemplos de los diferentes tipos de metabolitos. 
1.5.1 Polifenoles 
Dentro de los compuestos polifenólicos se han reportado cumarinas, xantonas, 
fenilpropanoides, lignanos y neolignanos con actividad inhibitoria frente a AChE y 
propiedades neuroprotectoras (Kim, 2010). En la Figura 1-7 se presentan algunos 
ejemplos de polifenoles con potencial multimodal. 
Las cumarinas simples y furanocumarinas han presentado inhibición moderada frente a 
colinesterasas, con un aumento en la actividad por presencia de sustituyentes voluminosos 
en el Carbono en la posición 7 del núcleo base (Williams et al., 2011). Por ejemplo, el 
decursinol 6 una piranocumarina inhibidora de AChE (IC50 de 28 µM) presentó actividad 
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moderada frente a BACE y adicionalmente, logró mejorar el deterioro cognitivo en ratones 
inducido por Aβ1-40 (Dey et al., 2017). Debido a las propiedades multimodales las 
cumarinas son de gran interés actualmente en el diseño de ligandos híbridos, con los 
cuales se ha logrado aumentar el potencial multimodal (de Souza et al., 2016). 
Diferentes xantonas naturales y sintéticas han demostrado tener actividad anti-
colinesterasa, antioxidante e inhibitoria de monoaminoxidasas (Cruz et al., 2017). La 
bellidina 7, una xantona polhidroxilada aislada de la especie Gentiana campestris 
(Gentianaceae) presentó inhibición selectiva frente MAO-A con una IC50 de 13 µM y 
actividad moderada frente a la quinasa CDK5/p25 involucrada en la hiperfosforilación de 
tau (Dey et al., 2017). El núcleo base de las xantonas es actualmente empleado en el 
diseño de análogos y heterodímeros en búsqueda de agentes multimodales más potentes 
y activos frente a dianas modificadoras de la enfermedad (Cruz et al., 2017). 
 
Figura 1-7. Polifenoles inhibidores de colinesterasas con potencial multimodal 
 
Los flavonoides son los polifenoles con mayor potencial multifuncional debido a su 
marcada actividad neuroprotectora tanto en modelos celulares como in vivo (Kim, 2010). 
En la Figura 1-8, se presentan algunos compuestos con el mayor número de estudios 
relacionados con la EA. La luteolina 10, naringenina 11, genisteína 12 y quercetina 13 son 
flavonoides de amplia distribución en especies vegetales y alimentos antioxidantes; los 
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cuales han demostrado mejorar la capacidad cognitiva en estudios con ratones 
aumentando los niveles de ACh en la corteza cerebral (Dey et al., 2017). Adicionalmente, 
la quercetina ha presentado el mayor potencial multi-diana con inhibición selectiva de 
BChE, inhibición de MAOs y actividad antiagregante de Aβ (Porat et al., 2006). En estudios 
in vivo con ratones triple-transgénicos la quercetina disminuyó la producción de especies 
reactivas de oxígeno, depósitos de β-amiloide y tau hiperfosforilada, mejorando el 
detrimento cognitivo (Dey et al., 2017). 
 
Figura 1-8. Flavonoides antioxidantes con potencial multimodal 
 
Finalmente, dentro de los casos más exitosos de polifenoles multimodal se encuentran la 
curcumina y el resveratrol, reconocidos por su alta distribución en alimentos, así como por 
sus propiedades nutracéuticas, alta bio-disponibilidad y potente actividad antioxidante. Así 
mismo, se les ha comprobado un amplio rango de actividades relacionadas con la 
neuroprotección, por lo cual son considerados la terapia preventiva más promisoria para 
enfermedades neurodegenerativas  (Feng et al., 2013; Villaflores et al., 2012). 
1.5.2 Alcaloides 
Históricamente los alcaloides han jugado un papel muy importante en el desarrollo de 
agentes terapéuticos para el tratamiento del Alzheimer. La galantamina, por ejemplo, es 
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un alcaloide isoquinolinico aislado de diferentes especies de la familia Amarillidaceae que 
actúa como un inhibidor reversible y competitivo de la acetilcolinesterasa. En 2001, este 
alcaloide fue aprobado por la FDA para el tratamiento sintomático de las formas leves y 
moderadas del Alzheimer (Konrath et al., 2013).  
Como se muestra en la Figura 1-9, una de las principales ventajas de los alcaloides es que 
poseen una gran diversidad de scaffolds, que van desde estructuras simples como la 
arecolina 19, hasta altamente complejas con varios ciclos y centros quirales como 
rhynchophyllina 17. La mayor parte de los alcaloides además de ser anticolinérgicos, han 
presentado actividad en rutas modificadoras de la enfermedad como la agregación de Aβ 
y la hiperfosforilación de tau; así como propiedades neuroprotectoras en ensayos in  vitro 
(Hussain et al., 2018). 
 
Figura 1-9. Alcaloides inhibidores de colinesterasas con potencial multimodal 
Los alcaloides también han servido como plantillas para el diseño y síntesis de análogos. 
La fisostigmina 14, un alcaloide pirrolizidinico aislado de las semillas de la especie africana 
Physostigma venenosum (Fabaceae) es un potente inhibidor de AChE; en estudios in vivo 
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mejoró las funciones cognitivas en animales y humanos, sin embargo, debido a su baja 
biodisponibilidad no logró superar todas las fases clínicas. Por lo tanto, a fin de mejorar su 
perfil farmacocinético se diseñaron diferentes análogos obteniendo la rivastigmina, uno de 
los 4 agentes terapéuticos aprobados para el tratamiento de las formas leve y moderada 
de la enfermedad (Hamouda et al., 2013). Actualmente, el núcleo de la fisostigmina sigue 
siendo un farmacóforo importante para la síntesis de análogos heterodiméricos en busca 
de agentes multimodales como la fenserina 15, un inhibidor de AChE con actividad en la 
modulación de la agregación de β-amiloide. Este compuesto en ensayos clínicos logró 
mejorar las capacidades cognitivas de pacientes con Alzheimer, sin embargo, no superó 
la fase clínica III (Konrath et al., 2013). La huperzina A 16, obtenida a partir del helecho 
chino Huperzia serrata, es un inhibidor reversible de colinesterasas, con actividad 
neurotrófica y neuroprotectora. En ensayos in vivo este alcaloide mejoró las funciones 
cognitivas en animales y humanos, con pocos efectos secundarios, por lo cual sigue siendo 
usado en el diseño de análogos híbridos a fin de mejorar su perfil multimodal (Ramsay et 
al., 2018).  
Dentro de este grupo de alcaloides multimodales se encuentra la sub-familia de las 
isoquinolinas, a la cual pertenece la galantamina, morfina, y tubocurarina, entre otras; 
teniendo en cuenta su alto potencial terapéutico y la relevancia para el presente trabajo a 
continuación se describen algunas características generales y ejemplos de isoquinolinas 
con actividad neuroprotectora en la EA. 
1.5.2.1. Alcaloides isoquinolínicos 
 
Las isoquinolinas son una gran familia de alcaloides con alta diversidad estructural 
divididos en 13 subgrupos, de acuerdo con su núcleo base: isoquinolinas simples, 
aporfinas, benzofenantridinas, bisbencilisoquinolinas, cularinas, ftalidas, morfinanos, 
pavinas, protoberberinas, protopinas, rhoeadinas y secoberberinas, como se muestra en 
la Figura 1-10. Los alcaloides isoquinolínicos (AIs) presentan amplia distribución en 
angiospermas basales e históricamente han sido muy significativos en la etnobotánica de 
diferentes culturas alrededor del mundo, debido a sus usos medicinales, recreativos, 
mágico-rituales y tóxicos; relacionados principalmente con su acción sobre el sistemas 
nervioso central (SNC) (Aniszewski, 2015).  
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Figura 1-10. Subgrupos de alcaloides isoquinolínicos 
 
A nivel farmacológico los AIs se caracterizan por su actividad antitumoral, antimicrobiana, 
antiinflamatoria y analgésica (Sandjo et al., 2014; Tavares et al., 2014). Específicamente, 
en enfermedades neurodegenerativas algunos AIs han mostrado actividad neuroprotectora 
(Fazel Nabavi et al., 2016; Hussain et al., 2018). 
El interés en el potencial multimodal de los AIs ha venido en aumento en la última década, 
lo cual se ve reflejado en el incremento de las publicaciones en el área de la química 
medicinal y farmacología relacionadas con enfermedades neurodegenerativas como 
Alzheimer y Parkinson (Fuente https://www.scopus.com). En diferentes estudios se ha 
determinado el alto potencial de estos alcaloides en la modulación de dianas sintomáticas 
y modificadoras como: receptores neuronales (muscarínicos, dopaminérgicos, 
adrenérgicos), enzimas catabolizadoras de neurotransmisores; agregación de Aβ o 
quinasas responsables de la hiperfosforilación de tau (Hussain et al., 2018; Wiart, 2013).  
En la Figura 1-11 se presentan algunos ejemplos de alcaloides isoquinolinicos con 
actividad multimodal reportada. La morfina 21 ampliamente conocida por sus efectos 
analgésicos recientemente también demostró tener potencial terapéutico en la EA al 
atenuar la neurotoxicidad inducida por β-amiloide en cultivos neuronales; así como por 
inhibición de la cascada neuroinflamatoria inducida por estrés oxidativo y microglía (Y. P. 
Ng et al., 2015). 
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Figura 1-11. Isoquinolinas inhibidoras de colinesterasas con potencial multimodal 
 
La berberina 23 es un alcaloide protoberberínico obtenido a partir de diferentes especies 
vegetales, particularmente en las pertenecientes al género Berberis en donde se ha aislado 
en altas concentraciones. Este alcaloide presenta amplio potencial farmacológico como 
antiinflamatorio, antitumoral y neuroprotector (Bräse, 2015). Sin duda alguna la berberina 
es el AIs con mayor número de reportes relacionados con la EA, diferentes estudios han 
demostrado su actividad multimodal tanto in vitro como in vivo (Ahmed et al., 2015). La 
berberina es un inhibidor reversible de la dupla AChE/BChE con concentraciones del orden 
micromolar, siendo más activo frente a AChE. También presentó actividad inhibitoria frente 
a MAO A y B con una potencia similar (IC50 ~ 100 µM); y modulación de la agregación de 
β-amiloide. Adicionalmente, la berberina posee alta capacidad antioxidante por captación 
de especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (RNS); e inhibe la peroxidación lipídica 
(Chu et al., 2018).  
En estudios in vitro frente a diferentes líneas celulares neuronales la berberina ha mostrado 
efectos neuroprotectores, por ejemplo, en células PC12 se mejoró la formación de neuritas 
hasta un 30% a una concentración de 5 μg/mL y en cultivo primario de neuronas disminuyó 
la respuesta apoptótica por oligómeros amiloides (Wiart, 2013).  
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Se han reportado cerca de 15 estudios in vivo empleando berberina en diferentes modelos 
de la EA que incluyen inducción de deterioro cognitivo por escopolamina, etanol y 
galactosa; tanto en ratones transgénicos como no transgénicos. En todos los casos la 
berberina logró minimizar significativamente el deterioro cognitivo modulando varias rutas 
apoptóticas (Yuan et al., 2019), lo cual hace de este compuesto agente multimodal 
promisorio para el tratamiento del Alzheimer. 
Mas recientemente la queleritrina 24 fue detectada por medio de un tamizaje virtual como 
inhibidor de colinesterasas. En ensayos in vitro se determinó la potente inhibición frente a 
colinesterasas BChE y en la agregación de β-amiloide. Adicionalmente, por medio de 
estudios de acoplamiento molecular, se encontró que la queleritrina se une tanto en el sitio 
catalítico (CAS) como al sitio aniónico periférico (PAS) de la AChE, lo cual se ha 
relacionado con la modulación de la agregación de Aβ (Brunhofer et al., 2012). A la fecha 
no se han reportado otros estudios de neuroprotección en modelos celulares o en modelos 
in vivo de la EA con este alcaloide. 
1.6 El género Zanthoxylum como fuente de alcaloides 
isoquinolínicos con potencial multi-diana 
 
Considerando los antecedentes de actividad en dianas relacionadas con enfermedades 
neurodegenerativas y teniendo en cuenta que de los aproximadamente 2500 AIs 
conocidos solo un pequeño porcentaje tiene reportes de actividad farmacológica 
comprobada, es evidente que esta familia de compuestos constituye una fuente potencial 
de agentes terapéuticos multimodales (Bräse S, 2016).  
En la búsqueda de este tipo de compuestos y su posible potencial en el desarrollo de 
agentes terapéuticos para la enfermedad de Alzheimer en nuestro grupo de investigación 
se realizó un tamizaje de actividad anti-colinesterasa y antioxidante de extractos de las 
familias Miristicaceae, Lauraceae y Rutacaeae (Plazas et al., 2018). En total se tamizaron 
92 extractos de 49 especies, a los cuales se les evaluó la actividad inhibitoria frente a 
AChE/BChE y la capacidad captadora de radicales DPPH. Los extractos más activos en la 
inhibición de colinesterasas pertenecen al género Zanthoxylum y mostraron presencia de 
alcaloides por estudios de cromatografía en capa delgada. De esta forma se seleccionó 
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este género como punto de partida para la búsqueda racional de alcaloides con potencial 
multi-diana.  
El género Zanthoxylum (Rutaceae) cuenta con aproximadamente 549 especies 
distribuidas en regiones tropicales y templadas a nivel mundial (Patiño et al., 2008). En 
Colombia las especies de este género se conocen popularmente como “tachuelos” y a la 
fecha se han reportado cerca de 31 especímenes distribuidos en diferentes departamentos 
del territorio nacional (www.biovirtual.unal.edu.co).  
Las especies de Zanthoxylum suelen ser arbustos o árboles, hasta de 20 m de altura y se 
caracterizan por la presencia de espinas recurvadas tanto en tronco como en las ramas. 
Este género es de gran importancia a nivel etnobotánico y farmacológico debido a la 
riqueza y variedad de metabolitos bioactivos. A partir de diferentes especies de este género 
se han aislado e identificado principalmente metabolitos de tipo lignano, cumarina, amida, 
esteroides y flavonoides (Patiño et al., 2008). Sin embargo, los alcaloides son los 
compuestos más representativos del género debido a su restringida distribución. Estos 
alcaloides son mayoritariamente de dos tipos quinolinas e isoquinolinas, siendo estos 
últimos los más abundantes.  
Los AIs del género Zanthoxylum son de tipo benzofenantridínico, protoberberínico, 
berberínico y en menor proporción bencilisoquinolínico y aporfínico (Patiño & Suárez, 
2010; Yang et al., 2014). Las benzofenantridinas son el grupo más abundante y distintivo 
del género, poseen limitada distribución y por ello son considerados marcadores 
quimiotaxonómicos de los géneros Toddalia y Zanthoxylum en la familia Rutaceae. 
Adicionalmente, las benzofenantridinas se caracterizan por su marcada actividad citotóxica 






2. Capítulo 2: Perfilado metabolómico de 
especies del género Zanthoxylum en 
búsqueda de alcaloides inhibidores de 
colinesterasas 
2.1. Introducción  
Históricamente los productos naturales (PNs) han sido una de las fuentes más 
representativas de moléculas pequeñas en el descubrimiento de medicamentos. De 
acuerdo con la FDA, cerca de un 37% del total de las entidades químicas pequeñas 
aprobadas actualmente son derivadas o relacionadas con PNs; con un alto porcentaje de 
contribución en el desarrollo de fármacos para el tratamiento del cáncer y enfermedades 
infecciosas (Harvey et al., 2015). En el caso particular de la enfermedad de Alzheimer, dos 
de los medicamentos aprobados, galantamina y rivastigmina, están relacionados con 
alcaloides de origen natural (Khoury et al., 2018). Adicionalmente, un número considerable 
de alcaloides se encuentran en etapas de investigación y desarrollo, o son candidatos en 
ensayos clínicos (Hung and Fu, 2017; Ng et al., 2015).  
Si bien el descubrimiento de fármacos basado en PNs presenta diferentes ventajas, dentro 
de las cuales cabe destacar: la vasta diversidad estructural, una amplia variedad de 
farmacofóros, y sus características metabolite-likeness, es decir la capacidad de ser 
transportados y reconocidos por bio-macromoléculas (van Hattum and Waldmann, 2014); 
en las últimas décadas se ha presentado una ostensible disminución de los programas de 
investigación y desarrollo de medicamentos basados en PNs en gran parte de la industria 
farmacéutica. Lo cual se puede atribuir principalmente a la dificultad de incorporar extractos 
en tamizajes de alta eficiencia (high-throughput screenings HTS); así como a los altos 
costos y tiempos requeridos en los procesos tradicionales de aislamiento e identificación 
de compuestos líderes. En consecuencia, se han venido implementando diferentes 
estrategias y herramientas tecnológicas en las etapas de descubrimiento de moléculas 
bioactivas, a fin de hacer estas fases más cortas, racionales y eficientes (Olivon et al., 
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2017; Wolfender et al., 2019). En este contexto, los avances en la quimio-informática y las 
ciencias “ómicas” han permitido dar un importante paso en la exploración racional de 
moléculas bioactivas. En particular, la metabolómica, entendida como el estudio 
sistemático de los metabolitos sintetizados o modificados por un sistema biológico 
(Wolfender et al., 2019) ha sido una de las aproximaciones más útiles en el descubrimiento 
de PNs al permitir el estudio de los metabolitos directamente en un extracto o fracción 
compleja, reduciendo los tiempos y costos en los procesos de aislamiento (Harvey et al., 
2015; Wolfender et al., 2019). Debido a la gran complejidad química de las matrices 
provenientes de fuentes naturales los estudios metabolómicos requieren del uso de 
técnicas analíticas robustas, sensibles y de alta resolución. De allí, que los diferentes 
avances en las técnicas cromatográficas acopladas a espectrometría de masas de alta 
resolución (HRMS por sus siglas en inglés) o resonancia magnética nuclear (RMN) hayan 
impulsado las aplicaciones de la metabolómica en el área de los PNs, permitiendo obtener 
información más detallada de la composición de un extracto (Harvey et al., 2015; Mehl et 
al., 2015).  
Existen diferentes tipos de estudios en la metabolómica de acuerdo con el objetivo y 
número de metabolitos detectados, dentro de los cuales se encuentran los perfilados 
dirigidos y no dirigidos. En los estudios no dirigidos se busca explorar la mayor cantidad 
de metabolitos a una condición determinada del sistema biológico. Mientras que, los 
estudios dirigidos se enfocan en el análisis de un grupo o metabolito específico de un 
organismo a una condición determinada y su relación con una pregunta de investigación 
definida (Wolfender et al., 2015). En consecuencia, los perfilados dirigidos suelen ser más 
puntuales y permiten hacer correlaciones con una característica o hipótesis; como por 
ejemplo el seguimiento de una ruta metabólica o una actividad biológica (Wolfender et al., 
2015). Adicionalmente, la articulación de la metabolómica con técnicas estadísticas 
multivariadas como la bioquimiometría ha sido un paso importante en el descubrimiento de 
PNs bioactivos, debido a que es posible integrar los datos de la composición química con 
resultados de actividad biológica de extractos o fracciones a fin de correlacionar o inferir 
los metabolitos responsables de dicha actividad (Cox et al., 2014; Yuliana et al., 2011). En 
el análisis estadístico de mínimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA) los 
resultados de actividad biológica suelen ser usados como una variable de supervisión y de 
esta forma se puede analizar la tendencia de las variables entre diferentes grupos frente a 
una variable de respuesta (Britton et al., 2018; Kellogg et al., 2016). En este sentido, la 
metabolómica puede ser usada como una herramienta de priorización y selección de 
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extractos en etapas iniciales de la búsqueda de moléculas bioactivas, para sí direccionar 
las etapas de aislamiento hacia los metabolitos de particular interés (Wolfender et al., 
2019). 
Con base en los anteriores antecedentes, se realizó un perfilado metabolómico de 
extractos alcaloidales de especies del género Zanthoxylum (Rutaceae) a fin de anotar 
posibles inhibidores de colinesterasas y con los resultados del estudio bioquimiométrico, 
priorizar los extractos más promisorios y así seleccionar uno de ellos para continuar con el 
aislamiento bio-dirigido de los alcaloides potencialmente activos.  
2.2. Materiales y métodos  
2.2.1. General 
Para los ensayos de actividad inhibitoria se empleó Acetilcolinesterasa de anguila eléctrica 
EeAChE (E.C.3.1.1.7), Butirilcolinesterasa de suero equino EqBChE (E.C.3.1.1.8), Yoduro 
de acetiltiocolina (ATCI), yoduro de butiriltiocolina (BTCI), albumina sérica bovina (BSA), 
ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) y dimetilsulfóxido (DMSO) los cuales fueron 
obtenidos de casas comerciales como Sigma Aldrich o Alfa Aesar. Los reactivos 
inorgánicos (NaH2PO4·2H2O, Na2HPO4·2H2O, NaHCO3, NaCl), fases estacionarias para 
cromatografía y solventes orgánicos fueron adquiridos de la casa comercial Merck.  
Los espectros de RMN 1H y 13C fueron registrados en un equipo Bruker Avance 400 (400 
MHz para 1H y 100 MHz para 13C). Como solventes y patrones de referencia se emplearon 
cloroformo (CDCl
3
) o metanol (CD
3
OD). 
2.2.2. Material vegetal 
El material vegetal (hojas, maderas, cortezas y/o raíces) de nueve especies del género 
Zanthoxylum (Tabla 2-2) fue recolectado en la región del Tequendama en el Departamento 
de Cundinamarca (Colombia) por los integrantes del grupo de Investigación en Química de 
Productos Naturales Vegetales Bioactivos (QuiProNaB) en junio de 2016. Adicionalmente, 
fueron incluidas en el estudio tres réplicas biológicas (muestras de una misma especie 
colectadas en una ubicación diferente), dos de la especie Zanthoxylum rhoifolium y una de 
Zanthoxylum caribaeum. Un espécimen de cada una de las muestras colectadas fue 
depositado en el Herbario Nacional Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales de la 
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Universidad Nacional de Colombia, los números de colección se presentan en la Tabla 2-
2.  
2.2.3. Obtención de extractos alcaloidales 
Los extractos alcaloidales fueron obtenidos empleando una extracción clásica ácido-base, 
de acuerdo con metodologías previamente reportadas (Doncheva et al., 2015; Wei et al., 
2016). El material vegetal seco (~20 g) se molió y se extrajo exhaustivamente con etanol 
del 96% a temperatura ambiente. El disolvente se eliminó por destilación a presión 
reducida a 35-40 °C. Se pesaron 3g de los extractos secos los cuales se extrajeron con 10 
mL de con HCl 2% bajo agitación y el residuo insoluble se separó por filtración; este 
procedimiento se repitió tres veces como mínimo. Las fases ácidas se reunieron, se 
basificaron con NaOH 10% hasta pH 9-10, se transfirieron a un embudo de decantación y 
fueron extraídas con cloroformo (CHCl3 6 x 20 mL). El disolvente se evaporó a presión 
reducida para obtener los extractos de alcaloides de cloroformo (C). Las50 fases acuosas 
residuales se neutralizaron y liofilizaron, obteniendo los extractos acuosos (A).  
2.2.4. Evaluación de la actividad inhibitoria frente a colinesterasas 
La actividad inhibitoria de los extractos alcaloidales (C y A) se determinó empleando una 
adaptación del método colorimétrico de Ellman frente a EeAChE y EqBuChE (Ellman et 
al., 1961; Ingkaninan et al., 2003; Mathew and Subramanian, 2014). A partir de una 
solución stock (10000 μg/mL en DMSO) de los extractos se realizaron diluciones seriadas 
obteniendo como mínimo ocho concentraciones (en un rango de 0,02 a 500 o 1000 μg/mL). 
Las enzimas fueron ensayadas a una concentración final de 0,02 U/mL en buffer fosfatos 
0,1 M (pH 8 estabilizadas con BSA al 0,1%). En una placa de 96 pozos, se mezclaron 30 
μL de los extractos a las diferentes concentraciones, 30 μL de la enzima y 150 μL de DTNB 
(2 mM). La placa se incubó a 37 °C durante 15 minutos, posteriormente se inició la reacción 
por adición de 30 μL del sustrato ATCI o BTCI (concentración final 1 mM) y se leyó la 
absorbancia a 412 nm durante 30 minutos. Como control negativo se usó DMSO al 0.2% 
en buffer fosfatos y como controles positivos galantamina y fisostigmina. La actividad 
enzimática se calculó como porcentaje de la actividad en la muestra (inhibidor) en 
comparación con el blanco (reacción sin inhibidor). Los valores de IC50 se calcularon con 
las curvas de dosis-respuesta usando un modelo de regresión no lineal (log [I] vs 
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respuesta) en el software estadístico GraphPad Prism 6. Los datos fueron obtenidos en 
tres experimentos independientes, cada uno realizado por lo menos en duplicado. 
2.2.5. Análisis cromatográfico HPLC-HRMS 
Para el análisis por cromatografía líquida se pesó un miligramo de cada extracto (C y A) y 
se solubilizó en 1 mL de acetonitrilo grado HPLC. Estas soluciones se filtraron a través de 
membranas de PTFE de 0,22 μm y se dispusieron en viales de cromatografía. 
El análisis de cromatográfico de los extractos se realizó el laboratorio del grupo de 
investigación Asterbiochem, de la Universidad de São Paulo (Ribeirão Petro, SP, Brasil) 
empleando un cromatógrafo Accela UHPLC (Thermo Scientific ™, EE. UU.) acoplado a un 
detector de arreglo de fotodiodos (PDA) y a un espectrómetro de masas Exactive Plus 
(Thermo Scientific ™, EE. UU.) con fuente de ionización por electrospray (ESI) y analizador 
Orbitrap. 
Las separaciones cromatográficas se llevaron a cabo en una columna Waters Symmetry 
RP-C8 (5 μm, 4,5 x 250 mm), usando como fase móvil agua con ácido fórmico al 0,1% 
(línea A) y acetonitrilo (línea B) en modo gradiente: comenzando con 5% (B) de 0 a 5 min, 
posteriormente aumento de 5%-100% (B) entre los 5 y los 25 min, luego se mantuvo 
constante durante 3 minutos, a continuación, se llevó a la condición inicial entre 28-33 
minutos y finalmente permaneció constante hasta llegar a 40 min. El volumen de inyección 
de la muestra fue de 10 µl y el flujo de la fase móvil 300 µL/min. Las muestras se analizaron 
por triplicado y al azar, adicionalmente se analizaron 3 blancos de solvente como control y 
realizando lavados cada 3 muestras.  
La adquisición de datos en el arreglo de fotodiodos (PDA) se llevó a cabo entre 200 y 600 
nm, y los espectros de masas en modos de ionización positiva y negativa con una 
resolución de 70.000. Los cromatogramas (TIC) fueron obtenidos en modo full scan entre 
80 y 1200 m/z usando 1 mscan/s. La temperatura del capilar fue de 300°C y se emplearon 
voltajes de +3,6 kV y -3,2 kV para cada modo de ionización, utilizando nitrógeno como gas 
nebulizador y de fragmentación. Los espectros de masas se adquirieron y procesaron con 
el software Xcalibur (Thermo Scientific) ™.  
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2.2.6. Procesamiento de datos 
Los resultados del análisis cromatográfico se extrajeron y se separaron en modo positivo 
y negativo usando el software ProteoWizard 3.0.6002 y se convirtieron al formato mzXML 
con el paquete MSConvert (Proteowizard Software Foundation, USA). Los datos en 
extensión .mzXml fueron  procesados con el software MZmine 2.20 (BMC Bioinformatics, 
Reino Unido) para la detección de iones, eliminación del ruido, alineación y normalización 
(Pluskal et al., 2010), de acuerdo con los siguientes parámetros:  
Tabla 2-1.Parámetros usados en el procesamiento de los datos en el software Mzmine 
Procesamiento Parámetros usados Función 
Detección de iones 
Peak picking> Mass detection 
Ms level 1 
Mass detector: Exact mass 
Noise level: 1.0 x 106 
 
Detectar las señales de 
compuestos y diferenciarlas del 
ruido  
Filtrado de picos “hombro” 
Peak picking> FTMS shoulder peaks filter 
Mass resolution: 70000 
Peak model function: Lorentzian extended 
 
Eliminar los picos de ruido 
resultantes de la FT  






Peak picking> chromatogram builder 
Min time span (min): 0,1 
Min height: 5.0 x 106 
m/z tolerance: 0.001 m/z ot 5 ppm 
 
Una vez eliminado el ruido y los 
hombros se reconstruyen los 
cromatogramas con los datos de 
cada pico 
Procesamiento Parámetros usados Función 
Deconvolución de 
cromatograma en picos 
individuales 
Peak list processing> chromatogram 
deconvolution 
Local minimum search algorithm 
Minimum relative height: 15% 
Minimum absolute height: 5.0 x 106 
Min ratio of peak top/edge: 5 
 
Recuperación de los datos y 
separación en picos individuales 
posterior al filtrado y eliminación 
de ruido  
Eliminación de isótopos 
Isoptopes> Isotopic peaks grouper 
m/z tolerance: 0,001 m/z or 5.0 ppm 
Retention time tolerance: 0.9 min 
Maximum charge: 2 
Representative isotope: Most intense 
 
Los isotopos de un pico se 
agrupan para evitar ser 
considerados como picos 
(variables) diferentes. 
Alineamiento de picos 
Alignment> Join aligner 
m/z tolerance: 0,002 m/z 
Weight for m/z: 15 
Retention time tolerance: 0.2 min 
Weight for RT: 10 
Minimum score. 65.0% 
Los picos detectados después 
de los procedimientos anteriores 
fueron alienados para generar 
una matriz de datos homogénea 
 
Después del procesamiento se generó una matriz de datos la cual fue exportada a una 
hoja de cálculo de Excel en donde se relacionaron los tiempos de retención, masas exactas 
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y áreas para cada pico en las muestras analizadas. Finalmente, a esta matriz se le restaron 
los picos detectados en los blancos (después de ser promediados) y se eliminaron los 
valores iguales a cero (Padilla et al., 2017). 
2.2.7. Análisis bioquimiométrico 
Las variables obtenidas en la matriz anterior fueron escaladas haciendo uso de la ecuación 
de Pareto y analizadas con el software SIMCA 13.0.3.0 (Umetrics, Suecia). Inicialmente se 
realizó un análisis estadístico multivariado no supervisado de componentes principales 
(PCA). Posteriormente, los resultados de actividad inhibitoria fueron incluidos en la matriz 
de datos y se hizo un análisis supervisado, empleando el modelo de mínimos cuadrados 
parciales ortogonales (OPLS-DA). A fin de incluir los resultados de la actividad inhibitoria 
para el análisis bioquimiométrico fue necesario definir una variable de clasificación binaria 
(discreta). Para este propósito, se realizó una revisión bibliográfica de los reportes de 
actividad inhibitoria de extractos etanólicos y alcaloidales de especies vegetales frente a 
acetilcolinesterasa con el fin de determinar el rango de concentraciones inhibitorias más 
comunes en los extractos que han sido fuente de compuestos inhibidores, por ejemplo 
especies del género Galanthus de donde se ha aislado galantamina (Mukherjee et al., 
2007; Murray et al., 2013; Plazas et al., 2018). De acuerdo con los resultados de la revisión, 
los extractos con valores de IC50 superiores a 100 µg/mL se consideraron inactivos, 
mientras que los extractos con valores de IC50 inferiores a 100 µg/mL se consideraron 
activos. Una vez definida la variable de clasificación se realizaron los análisis OPLS-DA 
para la dupla de enzimas (AChE/BChE) y para cada enzima por separado. 
2.2.8. Selección y anotación de variables con potencial actividad 
inhibitoria frente a colinesterasas 
La selección de variables (potenciales inhibidores de ChEs) se realizó por medio de tres 
herramientas estadísticas: la gráfica de dispersión (S-plot), la gráfica de cargas (loadings 
plot) y la gráfica de importancia de variables (VIP), obtenidas del modelo OPLS-DA (Britton 
et al., 2018; Shang et al., 2015).  
Las variables seleccionadas fueron anotadas putativamente siguiendo la metodología 
descrita en la Figura 2-1 (Schrimpe-Rutledge et al., 2016). Usando los tiempos de 
retención, espectros UV, espectros de masas de alta resolución y espectros de 
fragmentación MS2 de cada variable seleccionada; para posteriormente hacer 
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dereplicación manual en bases de datos especializadas: Dictionary of Natural Products 
(DNP, http://dnp.chemnetbase.com) y SciFinder (Chemical Abstract Service, EE. UU. 
Https://scifinder.cas.org). 
 
Figura 2-1. Metodología usada para la selección y anotación de variables 
2.2.9. Verificación del modelo estadístico por aislamiento de alcaloides 
inhibidores de colinesterasa de la corteza de Zanthoxylum schreberi 
Con el propósito de corroborar los resultados del análisis bioquimiométrico, se seleccionó 
un extracto rico en algunos de los potenciales inhibidores de colinesterasa seleccionados 
por el modelo estadístico, para llevar a cabo el aislamiento, la identificación y la evaluación 
de la actividad inhibitoria frente a las dos enzimas (AChE/BChE). De acuerdo con la gráfica 
de distribución de variables del OPLS-DA y el perfil cromatográfico se seleccionó la corteza 
de Z. schreberi.  
A partir de 25 g de corteza seca y molida de Z. schreberi se obtuvo un extracto enriquecido 
en alcaloides empleando la metodología de extracción ácido-base previamente descrita 
(ver 2.2.3). La porción soluble en cloroformo (1,4 g) se fraccionó por cromatografía en 
columna, usando como fase estacionaria Sephadex LH-20 y eluyendo con CHCl3-CH3OH 
(2:3). Se obtuvieron cuatro fracciones, denominadas Zs1 a Zs4, las cuales fueron 
analizadas en CCD frente a la inhibición de AChE y paralelamente con el reactivo de 
Dragendorff (Plazas et al., 2018). 
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La fracción Zs2 (760 mg) presentó la mayor cantidad de alcaloides con actividad inhibitoria 
frente a AChE, por lo tanto, fue seleccionada para continuar con el aislamiento bio-dirigido. 
Esta fracción fue purificada empleando cromatografía en columna multietapa, con silica gel 
y diferentes fases móviles. De esta forma se aislaron tres alcaloides (A1 a A3) que fueron 
caracterizados por RMN y analizados por HPLC-HRMS bajo las mismas condiciones del 
perfilado metabolómico (ver 2.2.5) para comparar los tiempos de retención, la masa exacta 
y los patrones de fragmentación con los biomarcadores identificados por el modelo 
estadístico. 
Adicionalmente, a los alcaloides aislados se les evaluó la actividad inhibitoria frente a AChE 
y BChE usando el método colorimétrico de Ellman anteriormente descrito (ver 2.2.4). Se 
evaluaron 10 concentraciones en el rango de 0,01 a 300 µM y se calcularon las IC50 por 
medio de las curvas de dosis-respuesta usando la regresión no lineal (log [I] vs respuesta) 
en el software estadístico GraphPad Prism 6. 
2.3. Resultados y Discusión 
2.3.1. Actividad inhibitoria frente a colinesterasas  
A partir de las nueve especies y las tres réplicas biológicas colectadas se obtuvieron 21 
extractos clorofórmicos (C) y 20 acuosos (A) enriquecidos en alcaloides. Cabe resaltar que 
dentro de este estudio solo fueron incluidos los órganos que evidenciaron presencia de 
alcaloides. Para ello inicialmente se obtuvieron los extractos etanólicos de todos los 
órganos recolectados y se realizaron pruebas cualitativas para el reconocimiento de 
alcaloides tanto en tubo de ensayo como en cromatografía en capa delgada (CCD); de 
esta forma se descartaron los extractos de hojas y frutos de todas las especies. Estos 
resultados mostraron que en las especies de estudio hay una mayor acumulación de 
alcaloides en las raíces, maderas y cortezas en comparación con los demás órganos. Sin 
embargo, reportes previos también han señalado la presencia de alcaloides en las hojas y 
frutos de especies del género Zanthoxylum (Mallya et al., 2019; Nantongo et al., 2018). 
Teniendo en cuenta que los alcaloides cumplen un papel muy importante en el mecanismo 
de defensa química contra predadores y patógenos, su biosíntesis y acumulación suele 
estar directamente conectada con las condiciones medio ambientales (Liscombe et al., 
2005), lo cual podría relacionarse la ausencia de alcaloides en las hojas de las especies 
de estudio.  
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A los 41 extractos obtenidos se les evaluó la actividad inhibitoria frente a EeAChE y 
EqBChE, empleando mínimo ocho concentraciones entre 0,1 a 500 μg/mL (para los 
extractos menos activos se incluyeron concentraciones mayores a 500 μg/mL, mientras 
que para los más activos concentraciones menores a 0,1 μg/mL). Para cada concentración 
se calculó el porcentaje de actividad en comparación con el blanco, con estos porcentajes 
se obtuvieron las curvas de dosis-respuesta y se calcularon las concentraciones 
inhibitorias medias (IC50); los resultados obtenidos se presentan la Tabla 2-2.  
Los resultados del tamizaje preliminar frente a las colinesterasas mostraron que quince 
extractos poseen alto potencial inhibitorio de AChE con porcentajes mayores al 80% a 100 
μg/mL, y concentraciones inhibitorias entre 5 y 90 μg/mL. Además, once extractos 
presentaron inhibición significativa frente a BChE con IC50s menores a 100 μg/mL. De forma 
general, aproximadamente un 90% de los extractos con potencial actividad inhibitoria 
frente a la dupla enzimas (AChE/BChE) fueron extractos clorofórmicos. Adicionalmente, 
se observó que los extractos de Zanthoxylum son significativamente más activos frente a 
AChE en comparación con BChE, por lo cual mostraron concentraciones inhibitorias 
menores frente a acetilcolinesterasa (Tabla 2-2). 
Tabla 2-2. Actividad inhibitoria frente a EeAChE y EqBChE de los extractos de especies 
del género Zanthoxylum que fueron analizados en el perfilado metabolómico 
Código 
Especie 








(J.F. Gmel.) Reynel 
COL593537 
Tena 
Corteza/Cloroformo 14,11 ± 0,06 44,94 ± 0,49 
1A 
Corteza/Acuoso 478,0 ± 2,6 203,5 ± 4,9 
2C Corteza raíz/Cloroformo 8,44 ± 0,04 28,07 ± 0,24 
2A 
Corteza raíz/Acuoso 206,3 ± 0,8 261,9 ± 8,1 
3C Raíz/Cloroformo 24,98 ± 0,11 56,21 ± 0,64 
3A 
Raíz/Acuoso 623,8 ± 4,4 267,4 ± 7,6 
4C 
Z. rhoifolium Lam. 
COL591158 
Viotá 
Corteza raíz/Cloroformo 9,67 ± 0,05 22,38 ± 0,19 
4A Corteza raíz/Acuoso 363,8 ± 2,6 90,23 ± 1,63 
5C 
Corteza/Cloroformo 24,39 ± 2,50 351,9 ± 2,5 
5A 
Corteza/Acuoso 294,2 ± 1,2 >1000 
6C 
Z. caribaeum Lam. 
COL607226 
Viotá 
Corteza/Cloroformo 187,5 ± 1,1 69,71 ± 0,69 
6A Corteza/Acuoso 334,2 ± 2,0 324,3 ± 0,9 
7C 
Raíz/Cloroformo 92,30 ± 0,80 135,7 ± 1,0 
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7A Raíz/Acuoso 206,7 ± 1,6 501,2 ± 1,2 
8C 
Z. rigidum Humb. & Bonpl. ex Willd 
COL591157 
Apulo 
Corteza/Cloroformo 246,9 ± 1,3 111,9 ± 1,7 
8A 
Corteza/Acuoso 782,1 ± 1,3 359,9 ± 9,4 
9C Raíz/Cloroformo 23,33 ± 0,10 45,47 ± 0,42 
9A 
Raíz/Acuoso 300,8 ± 1,5 110,9 ± 1,5 
10C 
Z. martinicense (Lam) DC.  
COL609957 
Apulo 
Corteza/Cloroformo 24,29 ± 0,17 172,70 ± 2,66 
10A Corteza/Acuoso 119,5 ± 8,8 30,71 ± 7,74 
11C Raíz/Cloroformo 24,29 ± 0,17 48,22 ± 0,41 
11A Raíz/Acuoso 729,0 ± 5,7 >1000 
12C 
Zanthoxylum sp  Apulo 
Corteza/Cloroformo 36,06 ± 0,24 60,57 ± 0,52 
12A 
Corteza/Acuoso 187,2 ± 2,6 245,9 ± 3,6 
13C Raíz/Cloroformo 335,8 ± 1,9 131,8 ± 1,2 
13A 
Raíz/Acuoso 138,0 ± 7,0 171,8 ± 14,6 
18C 
Z. caribaeum Lam. 
COL607227 
Viotá 
Corteza/Cloroformo 211,9 ± 1,3 333,5 ± 1,9 
18A Corteza/Acuoso 207,9 ± 19,1 23,01 ± 1,06 
19C 
Raíz/Cloroformo 67,57 ± 0,37 149,7 ± 0,4 
19A Raíz/Acuoso 76,29 ± 0,58 429,3 ± 0,4 
20C 
Z. monophyllum (Lam.) P. Wilson 
COL517520 
Arbeláez 
Raíz/Cloroformo 5,01 ± 0,31 130,9 ± 1,4 
21C 
Z. quinduense Tul. 
COL511101 
Tena 
Raíz/Cloroformo 5,67 ± 0,49 11,40 ± 0,38 
21A Raíz/Acuoso 124,5 ± 10,0 340,9 ± 8,5 
22C Z. fagara (L.) Sarg. 
COL21743 
Tocaima 
Corteza/Cloroformo 574,4 ± 2,9 142,1 ± 0,8 
22A 
Corteza/Acuoso >1000 787,6 ± 13,9 
23C 




Corteza/Cloroformo 193,2 ± 1,3 138,5 ± 1,3 
23A 
Corteza/Acuoso 623,0 ± 7,6 279,5 ± 2,7 
24C 
Madera/Cloroformo 344,5 ± 2,8 245,2 ± 2,1 
24A 
Madera/Acuoso 499,1 ± 5,7 >1000 
25C 




Corteza/Cloroformo 94,4 ± 0,9 351,9 ± 0,3 
25A 
Corteza/Acuoso 657,0 ± 11,2 285,8 ± 3,4 
* Los valores de IC50 se muestran como la media ± EEM de tres experimentos independientes realizados como 
mínimo por duplicado 
**Los extractos con IC50 <100 μg/mL se consideraron activos (+) 
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En el tamizaje de actividad frente a ChEs se evidenció que los extractos acuosos fueron 
menos activos que los de cloroformo, lo que sugiere que los metabolitos con potencial 
actividad inhibitoria poseen polaridades medias a bajas. En estudios previos también se 
ha reportado efecto de la polaridad en la actividad inhibitoria de extractos y fracciones de 
especies vegetales frente a acetilcolinesterasa. Por ejemplo, en un tamizaje de plantas 
medicinales argentinas los extractos de hexano y cloroformo presentaron significativa 
inhibición de AChE, siendo los más activos los extractos de hexano Ruprechtia apetala 
(Polygonaceae, IC50 77,9 μg/mL) y cloroformo de Trichocline reptans (Asteraceae, IC50 
111,8 μg/mL), mientras que las fracciones acuosas fueron prácticamente inactivas 
(Carpinella et al., 2010).  
Diferentes especies vegetales empleadas en la medicina tradicional para el tratamiento de 
trastornos del sistema nervioso central (SNC) han sido analizadas frente a ChEs; 
encontrando que los extractos acuosos son menos activos que los obtenidos con solventes 
orgánicos (Adsersen et al., 2006; Talić et al., 2014; Wszelaki et al., 2010). Por ejemplo, los 
extractos de hexano y metanol de Arnica chamissonis Less (Asteraceae) presentaron alta 
inhibición frente a AChE con valores de IC50 de 29,0 y 43,0 μg/mL, respectivamente. 
Adicionalmente, el extracto de hexano de Ruta graveolens L. (Rutaceae) mostró potencial 
actividad frente a la dupla AChE/BChE con IC50s de 34,0/61,0 μg/mL. En estas 
investigaciones también se encontró que los extractos acuosos fueron inactivos frente a 
butirilcolinesterasa (Wszelaki et al., 2010; Talić et al., 2014). 
Análogamente, en un estudio de 76 extractos de plantas medicinales de la India frente a 
AChE los extractos metanólicos fueron más activos que los acuosos. Entre los extractos 
metanólicos más potentes se encontrarón Withania somnífera (Solanaceae, IC50 33,4 
μg/mL), Semecarpus anacardium (Anacardiaceae, IC50 16.7 μg/mL), Embelia ribes 
(Primulaceae, IC50 23,0 μg/mL) y Tinospora cordifolia (Menispermaceae, IC50 38,4 μg/mL 
(Vinutha et al., 2007). 
En el presente trabajo, cuatro extractos clorofórmicos mostraron la mayor actividad 
inhibitoria frente AChE con IC50s inferiores a 10 μg/mL. Entre ellos dos extractos de corteza: 
Z. schreberi (2C) y Z. rhoifolium (4C) con valores de IC50 de 8,44 y 9,67 μg/mL 
respectivamente; así como dos de raíces: Z. monophyllum (20C) y Z. quinduense (21C) 
con IC50s 5,01 y 5,67 μg/mL. Además, los extractos de Z. schreberi (2C), Z. rhoifolium (4C) 
y Z. quinduense (21C) también presentaron alta inhibición contra BChE con valores de IC50 
de 28,1, 22,4 y 11,4 μg/mL. Comparando los resultados de nuestro tamizaje preliminar con 
los reportes de actividad inhibitoria mencionados anteriormente es posible evidenciar que 
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los extractos alcaloidales del género Zanthoxylum fueron más activos y mostraron un alto 
potencial como inhibidores duales frente AChE/BChE.  
Cabe destacar que en estudios previos realizados en nuestro grupo de investigación a 
partir de los extractos de cortezas de Z. monophyllum y Z. quinduense se aislaron algunos 
alcaloides isoquinolinicos como berberina, jatrorrizina y quelertrina (Patiño et al., 2011; 
Patiño and Suárez, 2010). Estos alcaloides, en particular berberina y queleritrina son 
conocidos por su alta actividad inhibitoria frente a colinesterasas (Ahmed et al., 2015; 
Brunhofer et al, 2012). Por lo tanto, la actividad observada en los extractos alcaloidales de 
Z. monophyllum y Z. quinduense podría estar dada por la presencia de dichos alcaloides. 
Una de las especies con mayor número de estudios dentro del género Zanthoxylum es Z. 
rhoifolium en la cual se ha reportado una alta presencia de alcaloides isoquinolínicos con 
potencial actividad antimicrobiana (Castillo et al., 2014; Tavares et al., 2014). Sin embargo, 
no hay reportes de la determinación del potencial anticolinérgico de los metabolitos de esta 
especie, por lo cual, podría ser promisoria para llevar a cabo estudios de aislamiento bio-
dirigido de estos alcaloides. 
A fin de hacer una priorización más racional de los extractos de Zanthoxylum promisorios 
para llevar a cabo el aislamiento dirigido de los alcaloides inhibidores de ChEs se empleó 
una aproximación metabolómica en combinación con un análisis bioquimiométrico. 
2.3.2. Análisis metabolómico y bioquimiométrico 
Por medio del perfilado metabolómico por HPLC-ESI-HRMS de los 41 extractos 
alcaloidales se obtuvieron 4815 variables de masa en modo positivo. Si bien la detección 
en la espectrometría de masas se realizó en los dos modos de ionización el análisis 
quimiométrico se llevó a cabo solo con los datos obtenidos en modo positivo, teniendo en 
cuenta que los metabolitos de interés son alcaloides. Posterior al pretratamiento en 
Mzmine, los picos detectados en el blanco se promediaron y restaron de todas las 
muestras en la matriz de datos; los valores iguales a cero se eliminaron obteniendo una 
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2.3.2.1. Análisis estadístico no supervisado  
 
La matriz de datos procesada fue analizada mediante análisis estadístico multivariado no 
supervisado de componentes principales (PCA) y los resultados se muestran en la Figura 
2-2. 
En el análisis de PCA se requirieron 20 componentes para explicar alrededor del 88% de 
la varianza total de las muestras, con un ajuste R2X = 0,887 y predicción Q2 = 0,507. En la 
Figura 2-2 se observa que las réplicas técnicas (análisis de HPLC-HRMS por triplicado) de 
cada extracto se superponen, lo que indica una buena reproducibilidad en el análisis 
instrumental. En la gráfica de puntuación (Score-plot) del PCA se observa que las muestras 
se dividieron en cuatro grupos, en un primer clúster (línea discontinua rosa) se agruparon 
los extractos acuosos (puntos azules); mientras que los extractos de cloroformo formaron 
tres grupos diferentes (líneas azul, amarilla y verde). 
 
Figura 2-2. Resultados del análisis PCA: Score-plot de los componentes principales. Con 
elipse del 95% de confianza. 
De forma general se observa que los extractos de cortezas y maderas formaron un solo 
clúster (línea amarilla) y los extractos de raíces de la mayoría de las especies se agruparon 
en uno diferente (línea verde). Adicionalmente, las réplicas biológicas de los extractos de 
madera y corteza de Z. rhoifolium (5C, 23C, 24C y 25C) se agruparon con los demás 
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extractos de cortezas (línea amarilla) pese a provenir de ubicaciones geográficas 
diferentes. Mientras que el extracto de corteza de raíz (4C) de esta especie se agrupó en 
un clúster diferente (línea verde) con otras muestras de raíces. En este sentido, se puede 
inferir que hay una mayor semejanza química entre muestras del mismo órgano (cortezas 
o raíces) indistintamente del origen geográfico o de pertenecer a especies diferentes.  
Todos los extractos de las réplicas biológicas de Z. caribaeum formaron un único clúster 
(línea azul) totalmente separado de los anteriores señalando una variabilidad química en 
los alcaloides de esta especie en comparación con las demás incluidas en este estudio. 
Aunque a la fecha hay pocos estudios fitoquímicos de Z. caribaeum se ha reportado que 
los alcaloides presentes en los extractos de madera y corteza de especies mexicanas y 
venezolanas son mayoritariamente de tipo quinolínico, quinolónico y β-carbolínico (Casa 
and Sojo, 1967; Dreyer and Brenner, 1980), que al ser menos  frecuentes en el género 
Zanthoxylum podría explicar la separación en el análisis no supervisado.  
2.3.2.2. Análisis estadístico supervisado  
Los resultados del tamizaje de actividad inhibitoria fueron integrados con los datos del 
perfilado metabolómico obteniendo una nueva matriz a la cual se le realizó el análisis 
supervisado de mínimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA). Este análisis se 
llevó a cabo para la inhibición dual, es decir la inhibición simultanea de AChE y BChE; así 
como para cada enzima por separado.  
En la Figura 2-3, se presentan los resultados del análisis OPLS-DA usando como variable 
de supervisión la inhibición dual. En este análisis, el modelo arrojó como resultados un 
componente predictivo y cinco componentes ortogonales (1+5) con una alta capacidad 
predictiva de (Q2) 89.6% y alrededor un 95% (R2) de variación entre los datos espectrales 
(variables independientes) y la bioactividad (variables dependientes). Además, en el 
Score-plot (Figura 2-2) se observa una buena separación entre los grupos activos e 
inactivos con respecto a la variable discriminatoria de actividad, a excepción del extracto 
21A de Z. quinduense que a pesar de ser un extracto inactivo se encuentran separado y 
más cercano al grupo de las muestras activas. Este comportamiento podría estar 
relacionado con una extracción incompleta o deficiente durante la separación de los 
alcaloides, ocasionando mayor semejanza química entre los extractos acuosos y 
cloroformo de esta especie; y por ende ocasionando una separación respecto a los demás. 
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En el gráfico del OPLS-DA (Figura 2-3) también es posible observar que dentro del grupo 
de las muestras no activas (puntos amarillos) los extractos acuosos se agruparon en el 
cuadrante superior izquierdo, mientras que los extractos de cloroformo inactivos se 
dispersaron en el cuadrante inferior. De forma similar, los extractos clorofórmicos activos 
(puntos verdes) se encuentran ampliamente dispersos en el eje Y. Teniendo en cuenta que 
la separación a lo largo de este eje se puede correlacionar con la varianza entre los datos 
espectrales, los resultados anteriormente descritos indican mayor variabilidad química 
entre los alcaloides de los extractos clorofórmicos (activos e inactivos) y alta semejanza 
entre los extractos acuosos.  
 
 
Figura 2-3. Resultados del análisis OPLS-DA: Score-plot obtenido con elipse del 95% de 
confianza. R2X= 0.502, R2Y= 0.948 and Q2= 0.896. 
 
En el análisis bioquimiométrico para la selección de los potenciales biomarcadores o 
alcaloides inhibidores de colinesterasas se utilizaron algunas herramientas estadísticas del 
modelo OPLS-DA como la gráfica de dispersión (S-plot), la gráfica de cargas (loadings 
plot) y la gráfica de importancia de variables (Variable important plot). La S-plot muestra 
una interpretación gráfica de la covarianza y la correlación entre las variables (m/z) y la 
Capítulo 2 61
 
puntuación predictiva. El eje p[1] define la magnitud de cada variable en X, mientras que 
el eje p(corr) [1] representa la confiabilidad de cada variable en X (Caesar et al., 2019; 
Wiklund et al., 2008). Por lo tanto, en la gráfica de dispersión cada punto es equivalente a 
un ion marcador con un tiempo de retención y masa exacta; y cuanto más se aleje el ion 
marcador del origen mayor será su contribución a la variación entre los extractos activos y 
no activos. En la gráfica S-plot (Figura 2-4) obtenida para la inhibición dual que se presenta 
en la Figura 2-4, se observa que el cuadrante superior derecho contribuyó en gran 
proporción a la diferenciación de extractos activos frente a las dos colinesterasas. 
Considerando que se ha reportado que al usar la covarianza o la correlación como único 
criterio de selección puede aumentar el riesgo de falsos positivos (Caesar et al., 2019), en 
nuestro estudio, se incluyeron también algunos iones cercanos al eje Y. Posteriormente, 
usando la gráfica de importancia de variables (Figura 2-4) se hizo una refinación de la 
selección anterior teniendo en cuenta los intervalos de confianza (Jack-Knifed), con lo cual 
se obtuvieron 11 variables con potencial actividad inhibitoria. 
 
 
Figura 2-4. Selección de biomarcadores: (A) S-plot covarianza p[1] y correlación p(corr)[1]. 
(B) Gráfica de importancia variables (VIP) con intervalos de confianza del 95%. 
El mismo análisis bioquimiométrico se realizó por separado para cada enzima y excluyendo 
los extractos acuosos, teniendo en cuenta los clorofórmicos representaron el mayor 
porcentaje de muestras activas. Los resultados de los análisis OPLS-DA para extractos 
clorofórmicos frente a AChE y BChE se presentan en la Figura 2-5. Los dos análisis 
mostraron una buena separación con respecto al eje X entre los grupos activos y no activos 
con R2X =0,564 AChE y R2X= 0,435 BChE, comparables con la inhibición dual. 
Adicionalmente, en los dos casos se presenta la misma tendencia en la dispersión de los 
extractos activos a lo largo del eje Y, en este caso con algunas muestras bien diferenciadas 
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en cada grupo. Por ejemplo, en la Figura 2-5-A el extracto 20C que presentó alta inhibición 
frente a AChE (IC50 5,01 µg/mL) pero fue inactivo contra BChE está más separado del resto 
del grupo. De forma opuesta, en la Figura 2-5-D el extracto 6C que presentó mayor 
actividad frente a BChE (IC50 69,6 µg/mL) aparece alejado del resto del grupo activo. En 
este sentido, se podría suponer que esta diferenciación en el eje Y podría estar dada con 
la composición química del extracto y su correlación con la “selectividad” frente a una de 
las dos enzimas (AChE o BChE). 
 
Figura 2-5. Análisis bioquimométrico de los extractos clorofórmicos frente a AChE o BChE. (A) 
Score-plot del OPLS-DA usando como variable de supervisión la actividad frente a AChE, R2X = 
0,564, R2Y = 0,963 y Q2 = 0,883. (B) S-plot (C) VIP con intervalo de confianza del 95% (D) Score-
plot del OPLS-DA usando como variable de supervisión la actividad frente a BChE R2X = 0,435, R2Y 
= 0,933 y Q2 = 0,966 (E) S-plot (F) VIP con intervalo de confianza del 95%. 
 
En cada uno de los análisis anteriores (inhibición dual, AChE y BChE) se seleccionaron 
diferentes biomarcadores a partir de las gráficas S-plot, loadings plot y VIP. Por lo tanto, 
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para la selección final de las variables se realizó un listado de variables para cada modelo, 
se compararon estos resultados y se identificaron las variables más comunes, es decir que 
más se repitieron como marcadores en todos los análisis realizados. De esta forma se 
generó una lista única con 11 posibles biomarcadores inhibidores de colinesterasas de 
acuerdo con el análisis OPLS-DA. 
2.3.3. Anotación de las variables identificadas como posibles inhibidores 
de colinesterasas  
Para la anotación de las variables seleccionadas primero se realizó una búsqueda del 
biomarcador de interés en los extractos analizados empleando la gráfica de distribución de 
variables. Como se observa en la Figura 2-6, en esta gráfica se relacionan las variables 
seleccionadas, las muestras analizadas y las áreas bajo la curva en los diferentes 
cromatogramas. De esta forma fue posible determinar de forma rápida en que muestra se 
había detectado la variable de interés.  
 
Figura 2-6. Gráfica de distribución de variables obtenida del modelo OPLS-DA 
 
A partir del cromatograma de la muestra se buscó el tiempo de retención correspondiente 
al biomarcador y se obtuvieron los espectros de masas MS/MS2. En el MS con el ion 
molecular M+ o pseudo molecular [M+1] + se obtuvo la masa de alta resolución y se calculó 
la formula molecular en el software Xcalibur de Thermo Scientific™. Usando la formula 
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molecular se realizó una dereplicación manual de alcaloides en bases de datos como 
SciFinder y Dictionary of Natural Products. Con los resultados de esta búsqueda se generó 
una lista de candidatos los cuales fueron depurados considerando los patrones de 
fragmentación y el espectro UV, proponiendo una estructura tentativa (ver Tabla 2-3). 
Siguiendo este procedimiento fueron anotados los 11 candidatos; los tR, masa exacta, 
formula molecular, iones diagnósticos y estructuras tentativas se presentan en la Tabla 2-
3.  
Tabla 2-3. Anotación de las variables seleccionadas en el estudio bioquimiométrico 























48POS 30,968 350,13840 C21H19NO4 -0,81 
 334,1070 (100) 
 318,1105 (21,4) 









232POS 18,666 348,12299 C21H18NO4+ -0,13 
332,0917 (100)  
318,0755 (50,5)  










419POS 18,439 336,12290 C20H18NO4+ -0,40 













40POS 17,815 354,17007 C21H24NO4+ 0,23 190,0901 (100) N-metilcanadina (isomero) 














123POS 17,912 338,13870 C20H20NO4+ 0,04 
338,1382 (6,65)  
323,1140 (50,0) 
322,1090 (100)  













284POS 28,499 408,14441 C23H21NO6 0,60 
348,1221 (100) 
332,0910 (37,9) 










301POS 27,079 364,11798   C21H18NO5+ 0,09 
349,0940 (43,7) 
334,0720 (100) 










432POS 27,856 392,14932    C23H22NO5+ 0,18 
348,1220 (100) 
332,0910 (37,9) 
























Todos los biomarcadores anotados son alcaloides isoquinolínicos pertenecientes dos 
subfamilias protoberberinas (tetrahidroprotoberberinas) y benzofenantridinas 
(dihidrobenzofenantridinas).  
En espectrometría de masas las tetrahidroprotoberberinas presentan una fragmentación 
característica debido a una reacción retro-Diels-Alder (RDA) en el anillo C, en el carbono 
alfa al Nitrogeno como se observa en la Figura 2-7; lo que lleva a la formación de iones 
con m/z por debajo de 200 y espectros MS2 simples (Qing et al., 2015).  
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Figura 2-7. EM de la variable 9POS: (A) espectro MS (B) espectro MS2 (C) Ruta de 
fragmentación propuesta para 9POS 
 
La variable 9POS con [M+] 354,1697 m/z y fórmula molecular C21H24NO4+, presentó un 
único ion en el espectro MS2 a 190,0863 m/z. De acuerdo con lo anteriormente descrito 
esta variable podría ser un alcaloide tetrahidroprotoberberínico. Por comparación con los 
datos de literatura, 9POS se anotó tentativamente como N-metilcanadina o N-
metiltetrahidroberberina (Li et al., 2017; Singh et al., 2014). La variable 40POS presentó el 
mismo comportamiento en la espectrometría de masas con [M+] 354,17007 y un único ion 
de fragmentación a 190,09001 m/z. Sin embargo, el tiempo de retención fue diferente en 
comparación con 9POS (18,38 y 17,81 min respectivamente). Además, las dos variables 
fueron detectadas en el extracto de raíz de Z. rigidum (9C), lo que sugiere que podría 
tratarse de una pareja de isómeros. 
Por otro lado, las protoberberinas presentan patrones de fragmentación diferentes a las 
respectivas formas tertahidro, con iones característicos en los espectros MS y MS2. En 
general, presentan picos [M+] intensos debido al nitrógeno cuaternario y pocas 
fragmentaciones en el espectro MS2 dada la alta estabilidad del sistema aromático 
conjugado. Esta estabilidad implica que los iones fragmento [M-R] se originen por pérdidas 
sucesivas de grupos sustituyentes (R), así como a la ausencia de iones por debajo de 200 
unidades m/z (Singh et al., 2014). En nuestro estudio, la variable 419POS con [M+] 
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336,12290 y fórmula molecular C20H18NO4+ evidenció las características anteriormente 
descritas como se observa en los espectros MS y MS2 de la Figura 2-8. De acuerdo con la 
masa de alta resolución, los iones fragmento y comparación con literatura (Qing et al., 
2015), esta variable fue tentativamente anotada como berberina. En el espectro MS2 de 
419POS (Figura 2-8-B) se observan los iones formados por las fragmentaciones de los 
sustituyentes en el anillo D (Figura 2-8-C). La escisión de los sustituyentes metoxilo genera 
iones con m/z 320,0920 correspondiente a la pérdida de CH4, m/z 321,0940 debido a la 
pérdida de un radical metilo CH3*, m/z 306,0724 formado por la eliminación de dos 
radicales metilo.  También se observan iones con m/z 292,0968 y 278,078 que se generan 
por la pérdida de CO a partir de los iones 320,0920 y 306,0724 respectivamente. De 
manera similar, el biomarcador 123POS se anotó tentativamente como columbamina, los 
resultados y patrones de fragmentación se presentan en el anexo 1. 
 
Figura 2-8. EM de la variable 419POS: (A) espectro MS (B) espectro MS2 (C) Ruta de 
fragmentación propuesta para 419POS 
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Finalmente, las benzofenantridinas y dihidrobenzofenantridinas debido a la presencia del 
sistema aromático conjugado son altamente estables, por lo tanto, presentan patrones de 
fragmentación relacionados con la pérdida de los sustituyentes (Qing et al., 2015). Las 
dihidrobenzofenantridinas se caracterizan por la pérdida del sustituyente en C-6 o el N-
metilo y el hidrógeno vecinal (Qing et al., 2014). De acuerdo con los resultados del presente 
estudio la variable 232POS (m/z 348,12299, Figura 2-9) con fórmula molecular C21H18NO4+ 
evidenció algunas de las características anteriormente señaladas. En el espectro MS2 de 
la Figura 2-9-B los picos a m/z 333,1001; 332,0917 y 318,0755 se deben a las 
fragmentaciones de sustituyentes metoxilo formando los iones [M-CH3]+, [M-CH4]+ y [M-
2CH3]+ respectivamente. De igual forma, están presentes los iones formados por las 
pérdidas de CO sucesivas a la perdida de los metilos como se muestra en la ruta de 
fragmentación de la Figura 2-9-C. Por comparación de la masa exacta y las 
fragmentaciones en MS2 la variable 232POS fue propuesta como queleritrina. 
 
Figura 2-9. EM de la variable 419POS: (A) espectro MS (B) espectro MS2 (C) Ruta de 
fragmentación propuesta para 419POS 
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Análogamente, por comparación de las masas de alta resolución y los patrones de 
fragmentación las variables 48POS, 293POS, 284POS, 301POS, 432POS y 825POS 
fueron anotadas tentativamente como dihidroqueleritrina, 6-acetonildihidroqueleritrina, 6-
acetildihidroqueleritrina, 6-metoxi-8-demetilqueleritrina, 6-metoxiqueleritrina y fagaridina, 
respectivamente (Zuo et al., 2017). Los datos espectrales y las rutas de fragmentación de 
todas las variables anotadas se presentan en el anexo A.  
En relación con los resultados del análisis bioquimiométrico es posible resaltar que 7 de 
las 11 variables seleccionadas como potenciales inhibidores de colinesterasas poseen 
núcleo benzofenantridínico, mientras las cuatro restantes son protoberberinas. 
Adicionalmente, los biomarcadores 419POS y 232POS fueron anotados tentativamente 
como berberina y queleritrina, dos alcaloides isoquinolínicos que han sido previamente 
reportados como inhibidores frente a las dos enzimas de interés (Brunhofer et al., 2012). 
Estos resultados son relevantes porque podrían respaldar la correlación realizada por el 
modelo estadístico entre composición química de los extractos y la bioactividad. Por lo 
tanto, se decidió hacer un aislamiento rápido de alguna de estas variables para hacer la 
identificación y evaluación de la actividad inhibitoria frente AChE y BChE. Para ello, usando 
la gráfica de distribución de variables (Figura 2-6) se seleccionaron los extractos con mayor 
área bajo la curva de alguna de estas variables (232POS o 419POS). Los extractos de Z. 
schreberi y Z. monophylum mostraron mayoritariamente a 419 POS y en menor proporción 
232POS, por disponibilidad del material vegetal previamente colectado se seleccionó la 
corteza de Z. schreberi para continuar con el aislamiento.  
2.3.4. Aislamiento de alcaloides inhibidores de colinesterasas a partir de 
la corteza de Zanthoxylum schreberi  
A partir de la corteza de Z. schreberi se obtuvo un extracto clorofórmico enriquecido en 
alcaloides, el cual fue fraccionado y purificado haciendo un seguimiento de los alcaloides 
inhibidores de AChE como se ilustra en la Figura 2-10. 
70 Alcaloides isoquinolínicos de Zanthoxylum como posibles agentes multifuncionales para el tratamiento de la EA 
 
 
Figura 2-10. Aislamiento bio-dirigido de alcaloides inhibidores de AChE de la corteza de 
Z. schreberi 
 
Por medio de este estudio se obtuvieron tres compuestos que presentaron reacción 
positiva con el reactivo de Dragendorff y actividad inhibitoria frente a AChE en la 
bioautografía. Las estructuras de los alcaloides aislados se determinaron a partir de los 
datos espectrométricos (MS/MS2), espectroscópicos principalmente RMN-1H y por 
comparación con los datos reportados en literatura. 
El compuesto A2, fue obtenido como un sólido amarillo claro en forma de agujas y que 
presentó intensa fluorescencia verde a ƛ de 365nm. En el análisis HPLC-ESI-HRMS de 
este compuesto se observó un único pico (tR: 18,42 min), con masa exacta 336,1229 m/z 
y fórmula molecular C20H18NO4+ (ver Figura 2-11). Al comparar los espectros MS2 de A2 y 
la variable 419POS (Figuras 2-11 y 2-8) se observa el mismo patrón de fragmentación con 
iones a m/z 321,0940, 320,0920, 306,0724, 292,0968 y 278,078. Adicionalmente, en el 
espectro de RMN-1H (ver anexo B) se observan 5 señales de H aromáticos entre δH 7.00-
8.70 ppm. En δH 9.79 ppm aparece una señal característica de los alcaloides 
protoberberinicos, correspondiente al H-8 de tipo imina (HC=N). De igual forma se 
observan las señales de los sustituyentes metoxilo a δH 4.23 (s, 3H, O-CH3), 4.13 (s, 3H, 
O-CH3), así como el sustituyente metilenodioxi δH 6.13 (s, 2H, OCH2O). Por comparación 
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de los desplazamientos químicos del compuesto A2 con reportes de literatura (Jeon et al., 
2002) este compuesto fue identificado como berberina; con lo cual se corroboró lo 
propuesto en la anotación putativa de variables.  
 
Figura 2-11. Resultados del análisis HPLC-HRMS del compuesto A2. (A) cromatograma 
(B) Espectro MS (C) Espectro MS2 
 
El alcaloide A3 se obtuvo como un sólido amarillo oscuro, en el análisis por HPLC también 
presentó un único pico a 17,89 min. El espectro de RMN 1H de A3 (ver anexo 2) también 
presentó las señales características del núcleo protoberberínico. Por comparación con el 
espectro RMN 1H de la berberina se observa la ausencia de la señal en δH 6.13 
correspondiente al sustituyente metilenodioxi y la presencia de tres señales en δH 4.20 (s, 
3H), 4.10 (s, 3H), 4.02 (s, 3H) que indican la presencia de tres sustituyentes metoxilo. 
Adicionalmente, un singlete en δH 8.51 (s, 1H) que indicaría la presencia de un grupo OH 
(Anexo B). A3 presentó una masa exacta de 338,1387 m/z correspondiente a la fórmula 
molecular C20H20NO4+. En el espectro MS2 se observaron los mismos patrones de 
fragmentación que la variable 123POS (Figuras 2-9 y 2-12). Por comparación de los datos 
espectroscópicos el alcaloide A3 se identificó como columbamina (Chia et al., 1998).  
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Figura 2-12. Resultados del análisis HPLC-HRMS del compuesto A3. (A) cromatograma 
(B) Espectro MS (C) Espectro MS2 
De forma similar, el compuesto A1 (Rt: 18,66 min) con masa exacta 348,1299 y fórmula 
molecular C21H18NO4+ presentó el mismo perfil en el espectro MS2 que la variable 232POS, 
con iones a m/z 321,0940, 320,0920, 306,0724, 292,0968 y 278,0780 como se observa en 
la Figura 2-13. De acuerdo con los resultados de RMN 1H (Anexo B) este compuesto se 
identificó como queleritrina (Marek et al., 1999), confirmando nuevamente la anotación 
propuesta para la variable 232POS. 
  
 
 Figura 2-13. Resultados del análisis HPLC-HRMS del compuesto A3. (A) cromatograma 
(B) Espectro MS (C) Espectro MS2 
Si bien la berberina y la queleritrina son reconocidos inhibidores de colinesterasas, en el 
presente trabajo se evaluó la actividad de los tres alcaloides aislados frente a las dos 
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enzimas a fin de comparar nuestros resultados con los reportes previos y respaldar el 
modelo estadístico. Para ello, se obtuvieron las curvas dosis-respuesta que se presentan 
en la Figura 2-14 y se calcularon las concentraciones inhibitorias ajustando a la función de 
regresión no lineal en el software GraphPad Prism 6. Los valores de IC50 se presentan en 
la Tabla 3, como el promedio de tres experimentos independientes cada uno realizado por 
triplicado. 
 
Figura 2-14. Curvas dosis-respuesta de los alcaloides aislados en la inhibición de EeAChE 
y EqBChE.  
 
Tabla 2-4. Concentraciones inhibitorias de los alcaloides aislados de Z. schreberi frente a 
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa 
Alcaloide IC50 (µM) 
EeAChE EqBChE 
A1 queleritrina 1,03 ± 0,11 3,55 ± 0,18 
A2 berberina 0,11 ± 0,02 6,40± 0,29 
A3 columbamina 3,75 ± 0,16 2,05 ± 0,09 
 IC50 ± EEM de tres experimentos independientes cada uno realizado por triplicado 
Los resultados obtenidos en el presente trabajo para la actividad inhibitoria de los 
alcaloides aislados concuerdan con los reportes previos. Por ejemplo, la berberina es uno 
de las isoquinolinas con mayor número de estudios de actividad inhibitoria frente a AChE, 
por lo tanto, se han reportado diferentes valores de IC50 que van desde 0,01 a 2,00 µM. 
Adicionalmente, la berberina ha demostrado ser menos activa contra BChE (IC50 > 3 µM) 
(Jung et al., 2009; Murray et al., 2013). Esta tendencia también se presentó en nuestro 
estudio en donde la berberina presentó una IC50 de 6,4 µM frente a la butirilcolinesterasa 
de suero equino y fue más activa frente a acetilcolinesterasa (IC50 0,11 µM). 
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También se ha reportado la actividad inhibitoria de columbamina frente a EeAChE (IC50 de 
5 µM) siendo menos activa que su homologo berberina, y no se encontrarón estudios 
previos frente a BChE (Tsai and Lee, 2010). Con respecto a nuestros resultados, la 
columbamina presentó actividad inhibitoria frente a las dos enzimas (EeAChE y EqBChE) 
con valores de IC50 muy cercanos, siendo ligeramente más potente frente a BChE. Estos 
resultados son un hallazgo importante considerando el papel desempeñado por la 
butirilcolinesterasa en la fisiopatología de la EA puesto que durante el progreso de la 
enfermedad la actividad de AChE disminuye mientras que la de BChE aumenta 
gradualmente para mantener la sinapsis colinérgica (Lane et al., 2016). 
Finalmente, en estudios previos la queleritrina también ha presentado actividad frente a la 
pareja de colinesterasas con concentraciones inhibitorias del orden micromolar (Konrath 
et al., 2013). En nuestro estudio este alcaloide benzofenantridínico también inhibió las dos 
enzimas con concentraciones muy similares, siendo menos activa que la berberina frente 
a EeAChE. Sin embargo, la queleritrina posee características multimodales deseables para 
el tratamiento de la EA, debido a que ha demostrado inhibir la agregación de β-amiloide 
así como favorecer la disgregación de oligómeros de Aβ, lo cual se ha relacionado con la 
capacidad de unirse al PAS de la AChE (Brunhofer et al., 2012). 
Los anteriores resultados permitieron confirmar la identidad propuesta en el estudio 
metabolómico para las variables 232POS queleritrina, 419POS berberina y 123POS 
columbamina. Adicionalmente, la actividad inhibitoria frente a las colinesterasas respalda 
los resultados del modelo bioquimiométrico en el cual estas variables fueron reconocidas 
como posibles inhibidores. De esta forma, el estudio metabolómico en combinación con la 
predicción bioquimiometría constituyen una herramienta valiosa en la búsqueda de 
alcaloides potencialmente activos a partir de extractos de especies del género 
Zanthoxylum. 
2.3.5. Priorización de extractos promisorios y selección de la especie de 
estudio 
Considerando que la mayoría de los posibles candidatos inhibidores de colinesterasas 
seleccionados por el modelo estadístico fueron benzofenantridinas, y teniendo en cuenta 
que hay pocos estudios farmacológicos de estos compuestos en relación con los trastornos 
neurodegenerativos, el aislamiento bio-dirigido podría ser la base para la búsqueda de 
potenciales agentes multi-diana. Por lo tanto, para la priorización de los extractos de 
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Zanthoxylum promisorios y la selección de una especie para continuar con el presente 
estudio se tuvieron en cuenta los siguientes criterios: 
Usando la gráfica de distribución de variables se descartaron los extractos con alta 
presencia (área bajo la curva) de las variables 232POS y 419POS, puesto que la actividad 
del extracto podría estar relacionada con las altas concentraciones de berberina o 
queleritrina. Con esto se descartaron los demás extractos de Z. schreberi (2C y 3C) Z. 
monophyllum (20C) y Z. quinduense (21C). 
Se priorizaron los extractos con actividad inhibitoria frente a las dos enzimas (ver Tabla 2-
2) que a su vez presentaron un mayor número de las variables seleccionadas en el modelo 
bioquimiométrico (Figura 2-6). De acuerdo con estos dos criterios los extractos más 
promisorios para la búsqueda de alcaloides inhibidores de colinesterasas son raíces de Z. 
martinicense y Z. rigidum, así como el de la corteza de la especie Zanthoxylum sp. la cual 
no fue totalmente identificada por la ausencia de material vegetal con órganos 
reproductivos en el momento de colecta. Finalmente, se seleccionó la especie Z. rigidum 
de acuerdo con los resultados del perfilado metabolómico, puesto que al revisar 
detenidamente el cromatograma y los espectros de masas esta podría presentar 
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2.4. Conclusiones 
A partir del perfilado metabolómico de 41 extractos alcaloidales de nueve especies del 
género Zanthoxylum, en conjunto con un análisis estadístico multivariado de los resultados 
cromatográficos y de actividad biológica fueron seleccionadas 11 variables como 
potenciales inhibidores de colinesterasas.  
Los 11 biomarcadores con potencial actividad inhibitoria reconocidos en el modelo 
bioquimiométrico fueron anotados tentativamente como alcaloides isoquinolínicos, de los 
cuales cuatro poseen núcleo protoberberínico y siete benzofenantridínico. Teniendo en 
cuenta que estos últimos no presentan muchos estudios farmacológicos relacionados con 
trastornos neurodegenerativos los resultados del análisis bioquimiométrico son 
importantes para dirigir futuros estudios enfocados a la búsqueda, evaluación y 
determinación de posibles relaciones estructura-actividad de las benzofenantridinas en 
este campo. 
Los resultados del modelo estadístico multivariado fueron corroborados por medio del 
aislamiento de berberina, queleritrina y columbamina a partir de la corteza de Z. schreberi. 
Las isoquinolinas aisladas mostraron actividad inhibitoria frente a las dos enzimas, siendo 
la berberina el alcaloide más activo y selectivo frente a AChE. Mientras queleritrina y 
columbamina presentaron concentraciones inhibitorias muy cercanas frente a las dos 
enzimas, lo cual se puede relacionar con un mayor potencial multidiana. Cabe resaltar que 
a la fecha no se han encontrado reportes de la actividad inhibitoria de la columbamina 
frente a la dupla de enzimas (EeAChE/EqBChE), este alcaloide protoberberínico resultó 
ser más activo frente a BChE con una IC50 de 2,05 µM. 
Los resultados del perfilado metabolómico y el análisis bioquimiométrico permitieron hacer 
una rápida correlación de la composición de los extractos alcaloidales y la actividad 
inhibitoria frente a las colinesterasas. Adicionalmente, el aislamiento de algunos alcaloides 
activos en la verificación del modelo permitió comprobar que está es una estrategia eficaz 
en la búsqueda de productos naturales bioactivos; puesto que permite la detección los 
metabolitos de interés directamente en matrices complejas, así como el posterior 
aislamiento dirigido. Lo cual, conlleva a la reducción del tiempo y a la optimización de las 
etapas iniciales del descubrimiento de productos naturales con potencial aplicación en el 





3. Capítulo 3: Aislamiento bio-dirigido de 
alcaloides inhibidores de colinesterasas a 
partir del extracto de raíces de Z. rigidum 
3.1. Introducción 
Los alcaloides isoquinolínicos (IAs) son uno de los grupos más grandes de metabolitos 
nitrogenados en las plantas, los cuales se caracterizan por tener una distribución 
filogenética primitiva y alto potencial farmacológico (Bräse, 2015). A nivel 
quimiotaxonómico los AIs son reconocidos por ser metabolitos altamente conservados en 
angiospermas antiguas; diferentes estudios bioquímicos y moleculares han demostrado el 
papel monofilético evolutivo de estos alcaloides en las angiospermas basales. 
Adicionalmente, la biosíntesis y acumulación de las isoquinolinas se han relacionado con 
el mecanismo de defensa química contra herbívoros y patógenos como estrategia de 
supervivencia y adaptación (Liscombe et al., 2005). Este rasgo ecológico podría estar 
relacionado con las propiedades medicinales y tóxicas de especies vegetales ricas en AIs 
y por ende con su uso en la etnobotánica de diferentes culturas alrededor del mundo 
(Bräse, 2015).  
Los alcaloides isoquinolínicos también se caracterizan por ser uno de los grupos más 
numerosos y con mayor diversidad estructural. La morfina fue el primer AIs aislado, a partir 
del látex de la adormidera (Papaver somniferum) a principios del siglo XIX; este también 
fue el primer reporte de la obtención de un producto natural nitrogenado con propiedades 
básicas (alcaloide). Hoy en día, se han descrito más de 2500 moléculas, lo cual hace de 
esta familia de alcaloides una de las más numerosas y complejas a nivel estructural. El 
espacio químico de los AIs abarca desde núcleos simples como las tetrahidroisoquinolinas 
hasta estructuras diméricas complejas como las bis-bencilisoquinolinas. Sin embargo, 
pese a su amplia versatilidad química los AIs se biosintetizan a partir de dos unidades 
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simples (building blocks), los aminoácidos aromáticos tirosina y fenilalanina (Hagel and 
Facchini, 2013).  
Si bien los alcaloides isoquinolínicos tienen mayor recurrencia en angiospermas antiguas 
particularmente en el orden Ranunculales (familias Papaveraceae, Berberidaceae, 
Ranunculaceae y Fumariaceae), también se pueden encontrar de forma más restringida 
en algunos clados modernos, específicamente en las familias Lauracae y Rutaceae (Hagel 
and Facchini, 2013; Liscombe et al., 2005). En la familia Rutaceae, los géneros Toddalia y 
Zanthoxylum se caracterizan por una mayor acumulación de benzofenantridinas y 
protoberberinas, mientras que las bencilisoquinolinas y las aporfinas son menos comunes. 
Concretamente, las benzofenantridinas son el grupo más grande de IAs en el género 
Zanthoxylum, siendo la quelerilina y la sanguinarina los alcaloides benzofenantridínicos 
más representativos debido a su amplia distribución y aplicaciones a nivel farmacológico 
(Patiño and Suárez, 2010). Por ejemplo, la sanguinarina ha mostrado un alto potencial 
anticancerígeno por inducción de apoptosis o por sus efectos antiproliferativos en células 
tumorales (Gaziano et al., 2016). Por otro lado, dentro del segundo grupo más abundante 
que son las protoberberinas, se encuentra la berberina que ha sido aislada en altas 
concentraciones en diferentes especies; y adicionalmente ha evidenciado un amplio rango 
de actividades biológicas dentro de las que se destacan la actividad antitumoral, 
antimicrobiana, antiinflamatoria y analgésica (Bräse, 2015). Sin embargo, recientemente 
los estudios farmacológicos de los alcaloides isoquinolinicos se han enfocado en el 
potencial multi-diana relacionado con enfermedades neurodegenerativas como Parkinson 
y Alzheimer (Chu et al., 2018; Nabavi et al., 2016). Por su abundancia, diversidad química, 
y pocos estudios farmacológicos los AIs poseen un alto potencial terapéutico inexplorado.  
De acuerdo con los antecedentes presentados y los resultados del estudio metabolómico 
(Capítulo 2) en donde se encontró que los potenciales inhibidores de colinesterasas 
corresponden a protoberberinas y benzofenantridinas, se seleccionó la especie Z. rigidum 
para continuar la búsqueda de alcaloides isoquinolinicos con potencial multimodal. Para 
ello, basados en la hipótesis del agotamiento colinérgico y su relación con la agregación 
de β-amiloide, se realizó el estudio bio-dirigido del extracto de raíz de Z. rigidum haciendo 
un seguimiento de los alcaloides con potencial actividad inhibitoria frente a AChE. De esta 
forma se aislaron 9 alcaloides con los cuales se continuó el estudio de actividad biológica 
multi-diana que será abordado el capítulo 4. 
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3.2. Materiales y Métodos 
3.2.1. General 
Los solventes empleados durante las separaciones cromatográficas fueron de grado 
analítico y obtenidos de diferentes casas comerciales. Las fases estacionarias para la 
cromatografía en columna (CC) variaron dependiendo de la técnica usada: en las 
separaciones de CC por gravedad se utilizaron como fases estacionarias sílica gel 60 
(0.063–0.200 mm, Merck) y Sephadex® LH20 (Sigma-Aldrich). En la cromatografía líquida 
al vacío (CLV) se empleó sílica gel 60HF,
 
mientras que en la CC flash se utilizó sílica gel 
60 (0.040–0.063 mm; Merck). En la cromatografía en capa delgada (CCD) se emplearon 
cromatoplacas de sílica gel 60 HF
254, reveladores universales (Luz UV ƛ 254-365 nm y 
vapores de yodo) y reactivo de Dragendorff como revelador específico. 
 
El control de pureza de los compuestos aislados se realizó por cromatografía líquida 
acoplada a espectrometría de masas en el Instituto de Química Farmacéutica y Medicinal 
de la Universidad Henrich Heine de Düsseldorf (Alemania), usando el equipo HPLC-
amaZon speed (Bruker, Germany) y ionización por electrospray (ESI) en modo positivo. 
Los espectros de RMN 1H y 13C fueron registrados en un equipo Bruker Avance 400 (400 
MHz para 1H y 100 MHz para 13C). Como solventes y patrones de referencia se emplearon 
cloroformo (CDCl
3
), acetona (acetona-d6), metanol (CD
3
OD) o dimetilsulfoxido (DMSO-d6). 
3.2.2. Material vegetal 
Las raíces de la especie Zanthoxylum rigidum fueron colectadas por los integrantes del 
grupo de Investigación en Química de Productos Naturales Vegetales Bioactivos en junio 
de 2017 en la finca Villa Angelita, vereda las Quintas en Apulo (Cundinamarca, Colombia 
4 ° 30'05.7 "N 74°36'16.4" W). Un ejemplar de herbario reposa en el Herbario Nacional 
Colombiano con el número COL591157. 
3.2.3. Obtención del extracto y fraccionamiento 
Las raíces secas y molidas (2,0 kg) se extrajeron por maceración con etanol del 96% de 
forma sucesiva (5 veces). El extracto resultante se concentró a presión reducida y se secó 
bajo convección de aire obteniendo 180 g de extracto (Zr). 
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Para determinar el método de fraccionamiento se hicieron pruebas iniciales con porciones 
de 2 g del extracto total, comparando la metodología ácido-base para obtención de 
alcaloides previamente descrita (Pág. 45) y un fraccionamiento con solventes de polaridad 
creciente (hexano, cloroformo y metanol). La eficiencia se determinó a partir de los 
porcentajes de rendimiento de extracción y los perfiles de CCD comparando con el extracto 
alcaloidal analizado en el perfilado metabolómico. Teniendo en cuenta los anteriores 
resultados se seleccionó la metodología de fraccionamiento con solventes de polaridad 
creciente.  
150 g del extracto total fueron fraccionados por cromatografía líquida al vacío (CLV) 
usando como fase estacionaria sílica gel y gradiente de polaridad con solventes. La elución 
se comenzó con hexano (4 x 500 mL), seguido de cloroformo (4 x 500mL) y posteriormente 
mezclas cloroformo-metanol (CHCl3-CH3OH) desde 10% hasta 100% metanol. Se 
recolectaron 21 fracciones de aproximadamente 500mL, las cuales fueron concentradas, 
chequeadas en CCD y reunidas en 10 fracciones finales. El procedimiento completo de 
extracción y fraccionamiento se presenta de forma gráfica en la Figura 3-1. 
 
 




3.2.4. Aislamiento bio-dirigido de alcaloides inhibidores de AChE 
Para el aislamiento bio-dirigido se emplearon ensayos cualitativos en cromatografía de 
capa delgada. Las fracciones Zr1 a Zr10, así como las obtenidas durante el proceso de 
purificación se analizaron por bio-autografía frente a acetilcolinesterasa (EeAChE) a fin de 
detectar y hacer el seguimiento de los compuestos con posible actividad inhibitoria. 
Simultáneamente, se empleó el reactivo de Dragendorff como revelador en CCD para 
detectar los compuestos de tipo alcaloide. Los resultados de los dos ensayos en CCD 
fueron contrastados y se seleccionaron las fracciones con presencia de alcaloides con 
potencial actividad inhibitoria frente a AChE para continuar el proceso de purificación. 
Adicionalmente, en los ensayos se incluyó berberina como control positivo, considerando 
que es un alcaloide inhibidor de AChE. 
3.2.4.1. Bioautografía con AChE 
Para las fracciones Zr1 a Zr10 se pesaron 10 mg y se solubilizaron en 1mL de solvente 
(CH3OH o CHCl3- CH3OH); luego 10 µL de esta solución se aplicaron en placas de silica 
gel a aproximadamente 0,5 cm de la base. Las placas se eluyeron con 3 fases móviles: n-
hexano-acetato de etilo (8:2) para las fracciones 1 a 5, cloroformo-acetona (8:2) para las 
fracciones 4 a 7 y cloroformo-metanol (8:2) para las fracciones 6 a 10, a fin de obtener la 
mejor resolución de los compuestos. Las placas eluidas se secaron hasta eliminar 
completamente la fase móvil y asperjaron con los reactivos de la siguiente forma. Las 
placas fueron impregnadas con solución de acetilcolinesterasa de anguila eléctrica 
EeAChE (2 U/mL en buffer fosfato 0,1 M, pH 8 con 0,1% de BSA) y se encubaron a 37°C 
en cámara húmeda durante 30 minutos. Posteriormente fueron asperjadas con una 
solución de 2,5 mg/mL de acetato de α-naftilo en etanol y se encubaron nuevamente a 
37°C/30 minutos. Finalmente se adicionó por aspersión la solución de Fast Blue-B a una 
concentración de 2,5 mg/mL en agua destilada; inmediatamente se observó una coloración 
morada característica de la sal de diazonio formada entre el fast-blue y el α-naftol como se 
muestra en la Figura 3-2. Los compuestos activos se observaron como zonas claras en la 
placa de cromatografía debido a la inhibición de la enzima.  
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Figura 3-2. Reacción de coloración de α-naftol y Fast blue B (Zheng et al., 2009) 
Las fracciones 2, 4, 5 y 6 presentaron la mayor proporción de los compuestos de tipo 
alcaloide con potencial actividad inhibitoria frente a AChE, por lo tanto, fueron 
seleccionadas para continuar con la purificación. 
3.2.4.2. Purificación de las fracciones Zr2 y Zr3 
Las fracciones Zr2 y Zr3 (3,49 g) fueron reunidas de acuerdo con su perfil en CCD a fin de 
aumentar la cantidad de los compuestos de interés. Posteriormente fueron sometidas a 
purificación por cromatografía en columna flash en sílica gel y fase móvil hexano-acetato 
de etilo en modo gradiente. Las fracciones obtenidas fueron chequeadas y reunidas de 
acuerdo con su perfil en CCD, obteniendo 6 fracciones finales Z2-3-1 a Z2-3-6. Las 
fracciones 2, 3 y 4 presentaron prueba positiva para alcaloides y en la inhibición enzimática 
por lo tanto se continuó con la purificación de estas. A partir de Z2-3-2 y 3 reunidas 
previamente (412 mg) por cromatografías sucesivas fue purificado el compuesto EP22-3 
(19,4 mg). Por otro lado, la fracción Z2-3-4 (721 mg) se sometió purificación por CC flash 
en silica gel con diclorometano-acetona en modo gradiente obteniendo 8 fracciones finales 
(Z2-3-4-1 a 8); a partir de Z2-3-4-6 (fracción que presentó prueba positiva de alcaloides) 
por cromatografía en columna sucesivas se obtuvo el compuesto EP22-4 (18,8 mg). El 




Figura 3-3. Esquema de purificación bio-dirigida de las fracciones Zr2 y 3 
 
3.2.4.3. Purificación de la fracción Zr4 
A partir de 2g de la fracción Zr4 se realizó un ensayo para la extracción de alcaloides 
empleando la metodología ácido-base descrita en el capítulo 2, sin embargo, se obtuvo 
una fracción alcaloidal (Zr4-A) con un muy bajo rendimiento (aproximadamente 20 mg). 
Por lo cual, se decidió hacer un fraccionamiento sólido-líquido con solventes de polaridad 
creciente a partir de la cantidad restante de Zr4. Para ello, se tomaron aproximadamente 
6,9 g de Zr4 se adsorbieron sobre arena calcinada y se pusieron en contacto con n-hexano, 
la extracción se repitió sucesivamente hasta no observar residuo sólido después de 
concentrar el solvente. Este procedimiento se repitió con cloroformo y posteriormente con 
metanol obteniendo tres sub-fracciones Zr4H (2,02 g), Zr4C (4,04 g) y Zr4M (300 mg) las 
cuales fueron analizadas en CCD, comparando con la fracción alcaloidal (Zr4-A). En la 
fracción hexánica se observó alta presencia de compuestos grasos que no revelaron con 
el reactivo de Dragendorff. En la CCD se evidenció una mayor concentración de los 
alcaloides en la sub-fracción de cloroformo, quien a su vez también mostró actividad 
inhibitoria frente a AChE. De acuerdo con los anteriores resultados se continuó con la 
purificación de Zr4C siguiendo la metodología general presentada a continuación (Figura 
3-4). 
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Figura 3-4. Esquema de purificación bio-dirigida de la fracción Zr4-Zr4C 
 
La sub-fracción Zr4C se sometió a cromatografía en columna flash usando como fase 
estacionaria silica gel y como fase móvil hexano-diclorometano en modo gradiente. Con lo 
cual se obtuvieron seis fracciones finales. Los alcaloides se concentraron principalmente 
en las fracciones Zr4C-5 a 11, por lo tanto, se continuó con la purificación de estas. Zr4C-
7 de aproximadamente 2 g de peso y alta presencia de alcaloides fue fraccionada por CC 
flash eluyendo con cloroformo y aumentando la polaridad con acetona, con lo cual se 
obtuvieron 5 fracciones (Figura 3-4). A partir de Zr4C-7-1 por cromatografías sucesivas en 
sílica y sephadex LH-20 se logró obtener el alcaloide EP1A (17,5 mg). Este alcaloide se 
encontraba mezclado con un triterpeno, siendo el triterpeno el componente mayoritario de 
esta fracción por lo cual pese a realizar diferentes columnas sucesivas se obtuvo una baja 
cantidad del alcaloide. De forma similar, a partir de las fracciones Zr4C-7-9 y 11 por 
cromatografía multietapa se obtuvo el compuesto EP5 (15,3 mg). Las fracciones Zr4C-9 y 
11, presentaron mayoritariamente una mancha naranja-rojiza que reveló con el reactivo de 
Dragendorff, estas fueron purificadas separadamente en CC con sílica gel y fases móviles 
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CHCl3-CH3OH o CHCl3-CH3CN-CH3OH (modo gradiente) con lo cual se obtuvo el 
compuesto denominado EP2A (9,6 mg). Este compuesto también fue obtenido en otras 
fracciones incluyendo Zr4M, sin embargo, en la mayoría de estas se aisló en forma de 
mezcla. 
3.2.4.4. Purificación de la fracción Zr5 
Aproximadamente 18 g de Zr5 fueron fraccionados con solventes de polaridad creciente 
como se describió previamente, obteniendo tres sub-fracciones Zr5H (3,29 g), Zr5C (11,78 
g) y Zr5M (2,37 g). La sub-fracción de cloroformo presentó la mayor proporción de 
alcaloides inhibidores de AChE, por lo cual se continuó con la purificación de Zr5C. Se 
realizó un fraccionamiento por CLV comenzando con CHCl3 y aumentando gradualmente 
la polaridad con metanol. Se colectaron 30 fracciones reunidas en 7 fracciones finales de 
acuerdo con su perfil en CCD. Las fracciones Zr5C-1 a 3 mostraron algunos de los 
alcaloides previamente aislados y las fracciones Zr5C-4 y 6 presentaron una amplia 
variedad de compuestos que no revelaron con el reactivo de Dragendorff. Teniendo en 
cuenta que la idea era obtener el mayor número de alcaloides con potencial inhibidor para 
continuar con el estudio de actividad biológica se decidió proceder con la purificación de 
las fracciones más polares Zr5C-8, 9 y Zr5M en las cuales observaron algunos alcaloides 
mayoritarios con intensa fluorescencia amarilla (ver Figura 3-5). Zr5C-8 y 9 (~ 4 g) fueron 
purificadas por CC flash obteniendo 6 fracciones finales de Zr5C-8-1 a Zr5C-8-6. A partir 
de 8-4, 8-5 y 8-6 por cromatografías sucesivas (silica gel o sephadex LH-20) fueron 
obtenidos los compuestos EP4 (80,8 mg), EP8 (31.7 mg) y EP15 (40,0 mg), como se 
muestra en la Figura 3-5. 
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Figura 3-5. Esquema de purificación de la fracción Zr5 
 
3.2.4.4. Purificación de las fracciones Zr6 y Zr7 
Las fracciones Zr6 y 7 evidenciaron mayoritariamente dos compuestos en CCD los cuales 
presentaron intensa coloración naranja con en reactivo de Dragendorff. Debido a la 
cantidad de muestra nuevamente se realizó un fraccionamiento sólido-líquido en este caso 
con cloroformo y metanol. Las sub-fracciones de cloroformo Zr6C y Zr7C fueron reunidas, 
y a partir de 5,5 g de estas por medio de cromatografías sucesivas se purificaron 
aproximadamente 2,5 g del compuesto EP15, el cual fue obtenido en diferentes formas 
cristalinas como se aprecia en la Figura 3-6. Por otro lado, a la sub-fracción metanólica 
(Zr6M) se le realizaron lavados con solventes y posteriormente fraccionó por cromatografía 
en columna usando como fase estacionaria sephadex LH-20 y eluyendo con metanol, con 
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lo cual se logró obtener una fracción enriquecida en un alcaloide, el cual fue purificado por 
cromatografías sucesivas obteniendo el compuesto denominado EP12 (300 mg). 
 
Figura 3-6. Esquema de purificación de las fracciones Zr6 y Zr7 
3.2.5. Evaluación de la actividad inhibitoria de los alcaloides aislados 
frente a AChE y BChE 
Los alcaloides aislados fueron evaluados a dos concentraciones 10 y 1 µM frente a la 
inhibición de EeAChE y EqBChE, a fin de hacer una aproximación cuantitativa su potencial 
anti-colinesterasa. 
Para el ensayo se usó una variación de la metodología descrita en el capítulo 2 basada en 
el método colorimétrico de Ellman (Ramsay and Tipton, 2017). Brevemente, en una 
microplaca de 96 pozos se dispusieron 50 µL de soluciones de alcaloides (concentración 
final de 10 o 1 µM), 50 µL de la enzima (EeAChE o EqBChE a una concentración final 0,2 
unidades/mL) y la placa se preincubó a 37 °C durante 30 minutos. Posteriormente, las 
88 Alcaloides isoquinolínicos de Zanthoxylum como posibles agentes multifuncionales para el tratamiento de la EA 
 
reacciones se iniciaron mediante la adición de 100 µL de una mezcla de DTNB (a una 
concentración final de 0.4 mM) y sustrato ATCI o BTCI (concentración final 1 mM). Las 
reacciones se monitorearon durante 30 minutos a 37 °C, haciendo lecturas a 412 nm cada 
45 segundos. En el ensayo se incluyeron blancos espectrofotométricos para los alcaloides 
(50 µL del inhibidor + 150 µL de buffer) y para la reacción (100 µL de la mezcla de DTNB 
y sustrato + 100 µL de buffer). Como control negativo se usó DMSO (0.2% en buffer fosfato) 
y como control positivo, fisostigmina a una concentración final de 10 o 1 µM. Los datos 
fueron obtenidos en tres experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado. 
Los porcentajes de inhibición se calcularon respecto a los controles positivo y negativo, se 
normalizaron con el software GraphPad Prism 6 y se expresaron como el promedio del 
porcentaje ± desviación estándar. 
3.3. Resultados y Discusión  
3.3.1. Aislamiento bio-dirigido de alcaloides inhibidores de AChE 
Para el aislamiento de los alcaloides con potencial actividad inhibitoria de colinesterasas 
se utilizaron dos ensayos colorimétricos en CCD. Por un lado, la bio-autografía frente a 
EeAChE permitió detectar y hacer el seguimiento de los compuestos capaces de inhibir la 
enzima los cuales se observaron como zonas claras sobre un fondo de color púrpura. 
Adicionalmente, las etapas de fraccionamiento y purificación se monitorearon con el 
reactivo de Dragendorff como revelador de alcaloides en CCD, los cuales aparecen como 
zonas naranja-marrones sobre un fondo amarillo. Como se puede observar en la Figura 3-
7 las fracciones 1 a 7 obtenidas de la CLV mostraron zonas de inhibición de la enzima 
comparando con la placa de control negativo en la cual se observó una fuerte coloración 
purpura. Sin embargo, al contrastar los anteriores resultados con el reactivo de 
Drangendorff se evidenció que los alcaloides activos se concentraron principalmente en 
las fracciones Zr2 a Zr6. Estas fracciones fueron sometidas a varios pasos de separación 
mediante la combinación de técnicas cromatográficas y bioautografía, obteniendo nueve 
alcaloides que fueron identificados de acuerdo con los datos espectroscópicos 
principalmente RMN 1H y 13C, y por comparación con los datos reportados en la literatura. 





Figura 3-7. Resultados de la bioautografía con AChE de las fracciones Zr1 a Zr10 
 
Ocho de los nueve alcaloides aislados poseen núcleo isoquinolínico lo que está en 
concordancia con la quimiotaxonomía del género Zanthoxylum, el cual se caracteriza por 
poseer mayoritariamente alcaloides de tipo isoquinolina (Patiño and Suárez, 2010). 
Adicionalmente, todos los alcaloides aislados se han reportado previamente en la familia 
Rutaceae y el género Zanthoxylum, sin embargo, cabe resaltar que este es el primer 
reporte para el aislamiento de ocho de ellos en la especie de estudio Z. rigidum (Chen et 
al., 1999; Costa et al., 2017; Krane et al., 1984). En un estudio previo del extracto de 
corteza de raíz de Z. rigidum realizado en Brasil se había reportado la presencia de 6- 
acetonildihidroqueleritrina (EP1A) (Moccelini et al., 2009). 
 
En el presente estudio se obtuvieron mayoritariamente alcaloides benzofenantridínicos N-
metilados (Figura 3-8): dihidroqueleritrina (EP22-4), 6-acetonildihidroqueleritrina (EP1A), 
6-acetonil-N-metildihidrodecarina (EP5), 6-hidroxidihidrofagaridina (EP2A), nitidina (EP4), 
fagaridina (EP8) y avicina (EP12) los cuales fueron identificados por comparación de los 
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datos espectrales de RMN 1H y 13C  (Baek et al., 2013; Fernandes et al., 2009; Krane et 
al., 1984; Malhotra et al., 2016; Nakanishi and Suzuki, 1998).  
 
 
Figura 3-8. Estructuras de los alcaloides aislados de la raíz de Zanthoxylum rigidum  
 
En la Figura 3-9, se presenta un comparativo de los espectros de RMN-1H de 
dihidrobenzofenantridinas y benzofenantridinas cuaternarias a fin de mostrar algunas 
señales que permiten diferenciar fácilmente entre los dos núcleos. Por ejemplo, las 
dihidrobenzofenantridinas poseen señales correspondientes a los hidrógenos aromáticos 
entre δ 6.8-7.5, mientras que en las cuaternarias estas señales aparecen entre δ 7.5-8.5. 
Adicionalmente, el H-6 de las benzofenantridinas cuaternarias se encuentra altamente 
desprotegido y aparece como un singlete con desplazamiento químico mayor a 9.5 ppm. 
En cambio, en las formas dihidro como EP22-4, 1A, 5 y 2A se observa una señal 
característica entre δ 4.0 y 5.5 correspondiente al (los) hidrogeno (s) en el C-6 alfa al 
nitrógeno. Finalmente, la señal correspondiente al N-metilo en las benzofenantridinas 





Figura 3-9. Comparativo de los espectros de RMN-1H de dihidrobenzofenantridinas y 
benzofenantridinas cuaternarias 
 
Las benzofenantridinas son el segundo grupo más grande de alcaloides isoquinolínicos 
presentes principalmente en las familias Papaveraceae y Rutaceae. En las Rutaceaeas las 
benzofenantridinas se han aislado exclusivamente en especies de los géneros Toddalia y 
Zanthoxylum, por esta razón, son de gran relevancia dentro de la quimiotaxonomía de la 
familia (Krane et al.,1984; Patiño et al., 2008). Aunque el aislamiento del primer alcaloide 
benzofenantridínico data de principios del siglo XIX fue solo hasta la década de los 80 que 
se presentó un interés notable por las propiedades fisicoquímicas y farmacológicas de 
estos. De hecho, en las últimas décadas las publicaciones relacionadas con los alcaloides 
benzofenantridínicos aumentaron en aproximadamente un 200% (915 publicaciones entre 
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2000-2019 fuente: https://www-scopus-com), siendo las principales áreas de estudio la 
bioquímica (33%), la medicina (19%) y la farmacología (18%). A nivel farmacológico, estos 
alcaloides han mostrado propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas y citotóxicas 
(Costa et al., 2017; Gao et al., 2018; Gaziano et al., 2016). Los estudios farmacológicos de 
las benzofenantridinas se han centrado principalmente en la evaluación de la actividad 
citotóxica frente a diferentes líneas celulares, con lo cual se ha demostrado el alto potencial 
anti-cáncer de algunos de estos alcaloides como inductores de apoptosis o por sus efectos 
antiproliferativos en diferentes células tumorales (Dong et al., 2019). El potencial 
farmacológico de las benzofenantridinas con relación a las enfermedades 
neurodegenerativas ha sido poco explorado. A la fecha, solo se tienen algunos reportes 
de estudios preliminares en la actividad inhibitoria frente a colinesterasas y 
monoaminoxidasas con queleritrina y sanguinarina (Baek et al., 2018; Brunhofer et al., 
2012; Lee et al., 2001). Sin embargo, no se ha profundizado en la evaluación de los efectos 
neuroprotectores de estos alcaloides, y tampoco se han encontrado estudios con modelos 
in vitro o in vivo en enfermedades neurodegenerativas, por lo tanto, los alcaloides aislados 
a partir de Z. rigidum podrían constituir un interesante punto de partida para el estudio del 
potencial multimodal y neuroprotector de benzofenantridinas.  
 
El compuesto EP15 fue identificado como N-metilcanadina de acuerdo con los datos 
espectroscópicos y por comparación con literatura (Binutu and Cordell, 2000). En las 
tetrahidroberinas (THBs) los anillos centrales del núcleo base son totalmente saturados y 
el carbono C-13a es asimétrico, lo que conllevaría a la posible presencia de un par de 
estereoisómeros 13aS o 13aR. Sin embargo, como se presenta en la Figura 3-10 se ha 
preestablecido en cultivos celulares de plantas que la ruta biosintética para la obtención 
de THBs es estereoespecífica dando como único producto el isómero 13aS (Bird and 
Facchini, 2001). Análogamente, se ha demostrado que la reacción enzimática de N-
metilación de la THB genera como único producto el isómero (7S, 13aS)-N-
metiltetrahidroberberina (Kamigauchi et al., 2003; O’Keefe and Beecher, 1994). En el 
presente estudio se confirmó la conformación cis o 7S, 13aS del núcleo de quinolizidina 
por medio del experimento NOESY (Figura 3-20) en donde se observó la correlación de la 
señal de H-13a (δ 4.79, 1H) con el N-CH3 (δ 3.29, 3H), con lo cual EP15 fue totalmente 




Figura 3-10. Reacciones de la biosíntesis de cis-N-metilcanadina (Hagel and Facchini, 
2013) 
Los alcaloides tetrahidroprotoberberínicos se encuentran ampliamente distribuidos en 
especies de las familias Beberidaceae, Papaveraceae y Rutaceae (Singh et al., 2014). 
Específicamente, la cis-N-metilcanadina ha sido aislada a partir de diferentes especies del 
género Zanthoxylum, como Z. tingoassuiba, Z. sprucei y Z. coriaceum (Costa et al., 2017). 
A partir del extracto de raíz de Z. rigidum se aislaron aproximadamente 2.5 g de este 
compuesto, siendo el alcaloide mayoritario del extracto. Biosintéticamente, las 
tetrahidroberberinas son intermediarias en la obtención de alcaloides de tipo 
protoberberina y benzofenantridina. La conversión de (S)-reticulina en la (S)-escuolerina 
es un paso clave en la biosíntesis de la (S)-canadina (Figura 3-10), la cual por reacciones 
sucesivas puede conducir a la obtención de protoberberinas, como la berberina, o 
benzofenantridinas, como la sanguinarina (Hagel and Facchini, 2013). Por lo tanto, la gran 
cantidad de N-metilcanadina en las raíces Z. rigidum podría estar relacionada con su papel 
biosintético como intermediario de alcaloides.  
La tetrahidroberberina o canadina ha presentado un perfil farmacológico muy diferente al 
de su homologo berberina; lo que muestra que tan solo modificando el grado de saturación 
en el núcleo base de las protoberberinas es posible inducir efectos farmacológicos 
diferentes. Por ejemplo, la canadina en comparación con la berberina es poco citotóxica 
frente a diferentes líneas celulares (Pingali et al., 2015). Adicionalmente, la canadina 
también ha mostrado potencial neuroprotector por inhibición de canales de K+ sensibles a 
ATP, así como actividad dual frente a receptores de dopamina y serotonina; lo cual se ha 
asociado con un potencial terapéutico en la enfermedad de Parkinson (Qian et al., 2012). 
Mientras que la berberina se caracteriza por su importante actividad multimodal frente a 
blancos involucrados en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Finalmente, es 
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importante resaltar que la fecha no se han encontrado estudios de actividad biológica o 
farmacológica de la cis-N-metilcanadina relacionados con enfermedades 
neurodegenerativas. De hecho, en literatura especializada solo se tienen dos reportes 
concernientes a la actividad biológica de N-metilcanadina, en los cuales se ha encontrado 
que este alcaloide posee moderada actividad antibacteriana frente a algunas cepas 
bacterianas, incluidas cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus aisladas de 
muestras clínicas (Costa et al., 2017). De acuerdo con lo anterior, los resultados obtenidos 
en el presente trabajo permitirán aportar al conocimiento de la actividad biológica de la cis-
N-metilcanadina, así como hacer una comparación del potencial neuroprotector y 
multidiana con sus homólogos canadina y berberina. 
El aislamiento bio-dirigido del extracto de raíces de Z. rigidum también permitió la obtención 
de un alcaloide quinolónico EP22-3, el cual fue identificado como atanina. Las quinolinas 
son el segundo grupo más abundante de alcaloides del género Zanthoxylum; sin embargo, 
poseen mayor distribución en otros géneros de la familia Rutaceae, a diferencia de las 
isoquinolinas. En las Rutaceas generalmente se han aislado furoquinolinas, 
piranoquinolinas y quinolonas, estas últimas se caracterizan por poseer un grupo funcional 
carbonilo en la posición 2 del núcleo, como la atanina (EP22-3) (Patiño et al., 2008). Los 
alcaloides isoquinolínicos han evidenciado principalmente actividad citotóxica y algunos 
tienen reportes de actividad antimalárica (Satheeshkumar et al., 2015). La atanina en 
particular ha sido aislada de algunas especies del género Zanthoxylum como Z. 
integrifoliolum (Chen et al., 1999). Adicionalmente, se ha demostrado que este alcaloide 
posee moderada actividad antiagregante plaquetaria y una importante actividad 
antiparasitaria en ensayos in vitro frente a larvas de Schistosoma mansoni y 
Caenorhabditis elegans (Perrett and Whitfield, 1995). Este alcaloide no presenta reportes 
de actividad biológica relacionada con enfermedades neurodegenerativas. 
3.3.2. Datos espectroscópicos de los alcaloides aislados 
Algunas constantes físicas y los datos espectroscópicos de los alcaloides aislados se 









Estado físico Sólido blanco amorfo 
Punto de fusión 130-132 °C 
Formula molecular  C15H17NO2 
ESIMS (Experimental)  244.07 [M+H]+ 
MS (Calculada) 243.125380 M+ 
RMN 1H (400 MHz, Acetona-d6): δ 7.79 (1H, dd, J =8.1, 1.5 Hz, H-5), 7.52 (1H, ddd, J =8.4, 7.0, 
1.5 Hz, H-7), 7.45 (1H, dd, J =8.2, 1.2 Hz, H-8), 7.24 (1H, ddd, J =8.2, 7.1, 1.2 Hz, H-6), 5.32  
(1H, t, J =6-9 Hz, H-2’), 3.97 (3H, s, OMe), 3.37 (2H, d, J =7.1 Hz, H-1’), 1.82 (3H, s, CH3, H-5’), 
1.68 (3H, s, CH3, H-4’). 
RMN 13C (100 MHz, Acetona-d6): δ 165.1 (C-2), 162.5 (C-4), 139.1 (C-8a), 132.5 (C-3’), 131.0 
(C-7), 123.9 (C-5), 123.6 (C-2’), 122.9 (C-6a), 117.9 (C-4a), 116.3 (C-8), 109.6 (C-3) 62.3 (O-
CH3), 26.1 (5’-CH3), 24.3 (C-1’), 18.3 (4’-CH3). 
Datos espectroscópicos descritos en la literatura (Jones et al., 2003) 
 
 



























Estado físico Sólido amorfo blancuzco 
Punto de fusión  110-112°C 
Formula molecular  C21H19NO4 
ESIMS (Experimental)  350.05 [M+H]+ 
MS (Calculada) 349.130860 M+ 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3): δ 7.70 (1H, d, J =8.6 Hz, H-11), 7.55 (1H, s, H-4), 7.53 (1H, d, J =8.5 
Hz, H-10), 7.48 (1H, d, J =8.6 Hz, H-12), 7.12 (1H, s, H-1), 7.01 (1H, d, J =8.4 Hz, H-9), 6.02 (2H, 
s, OCH2O),  4.19 (2H, s, H-6), 3.86 (3H, s, OCH3), 3.80 (3H, s, OCH3), 2,50 (3H, s, NCH3). 
RMN 13C (400 MHz, CDCl3): δ 152.4 (C-8), 148.5 (C-3), 147.7 (C-2), 146.5 (C-7), 142.1 (C-4b), 
130.0 (C-12a), 126.3 (C-6a), 125.9 (C-4a), 124.2 (C-10a), 123.7 (C-12), 123,0 (C-10b) 120.0 (C-
11), 118.6 (C-10), 114.4 (C-9), 104.0 (C-1), 100.1 (OCH2O), 100.0 (C-4), 60.1 (OCH3), 55.1 
(OCH3), 48.4 (C-6), 41.2 (NCH3). 
Datos espectroscópicos descritos en la literatura (Malhotra et al., 2016) 
 
 































Estado físico Sólido amorfo amarillo claro 
Punto de fusión 168-170 °C 
Formula molecular  C24H23NO5 
ESIMS (Experimental)  406.09 [M+H]+ 
MS (Calculada) 405.158171 M+ 
RMN 1H (400 MHz, Acetona-d6): δ 7.72 (1H, d, J =8.6 Hz, H-11), 7.55 (1H, d, J =8.5 Hz, H-10), 
7.52 (1H, s, H, H-4) 7,49 (1H, d, J =8. Hz, H-12), 7.10 (1H, s, H-1), 6.96 (1H, d, J =8.4 Hz, H-9), 
6.06 (2H, s, OCH2O),  5.04 (1H, dd, J =11.1, 3.7 Hz, H-6), 3.96 (3H, s, OCH3), 3.93 (3H, s, OCH3), 
2,64 (3H, s, NCH3), 2.60 (1H, dd, J =14.9, 11.2 Hz, -CH2CO), 2.25 (dd, J =4.9, 3.8 Hz, -CH2CO), 
2.06 (3H, s, -COCH3). 
RMN 13C (100 MHz, Acetona-d6): δ 205.4 (CO), 149.5 (C-8), 147.9 (C-3), 147.2 (C-2), 144.1 (C-
7), 138.3 (C-4b), 130.7 (C-12a), 127.7 (C-6a), 126.9 (C-4a), 123.5 (C-10a), 123.4 (C-12), 123.1 
(C-10b), 119.3 (C-11), 118.8 (C-10), 111.5 (C-9), 103.8 (C-1), 100.9 (OCH2O), 99.6 (C-4), 61.5 
(OCH3), 59.8 (OCH3), 54.6 (C-6), 46.4 (CH2CO), 41.6 (NCH3), 29.2 (CH3CO). 
Datos espectroscópicos descritos en la literatura (Patiño and Cuca, 2011) 
 


































Nombre 6-acetonil N-metildihidrodecarina 
Estado físico Sólido café amorfo 
Punto de fusión 188-190 °C 
Formula molecular  C23H21NO5 
ESIMS (Experimental)  392.06 [M+H]+ 
MS (Calculada) 391.142521 M+ 
RMN 1H (400 MHz, Acetona-d6): δ 7.75 (1H, d, J =8.6 Hz, H-11), 7.52 (1H, d, J =8.5 Hz, H-10), 
7.50 (1H, d, J =8. Hz, H-12), 7.42 (1H, s, H-4), 7.16 (1H, s, H-1), 6.92 (1H, d, J =8.4 Hz, H-9), 
6.06 (2H, d, J =3.9 Hz, OCH2O),  5.01 (1H, dd, J =11.2, 3.8 Hz, H-6), 3.92 (3H, s, OCH3), 2,59 
(3H, s, NCH3), 2.43 (1H, dd, J =14.8, 11.2 Hz, -CH2CO), 2.26 (dd, J =14.8, 3.8 Hz, -CH2CO), 2.07 
(3H, s, -COCH3). 
RMN 13C (100 MHz, Acetona-d6): δ 207.1 (CO), 151.2 (C-8), 149.6 (C-3), 148.9 (C-2), 145.8 (C-
7), 140.0 (C-4b), 132.4 (C-12a), 129.4 (C-6a), 128.6 (C-4a), 125.3 (C-10a), 125.1 (C-12), 124.8 
(C-10b), 121.0 (C-11), 120.5 (C-10), 117.3 (C-9), 105.5 (C-1), 102.6 (OCH2O), 101.3 (C-4), 61.5 
(OCH3), 56.3 (C-6), 48.1 (CH2CO), 43.3 (NCH3), 30.9 (CH3CO). 




Figura 3-14. Espectro de RMN 1H (400 MHz, Acetona-d6) de 6-acetonil N-
metildihidrodecarina EP5 































Estado físico Sólido rojo en forma de agujas 
Punto de fusión 186-188 °C 
Formula molecular  C23H21NO5 
ESIMS (Experimental)  352.10 [M+H]+ 
MS (Calculada) 351.110124 M+ 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3-CD3OD): δ 7.73 (1H, d, J =8.6 Hz, H-11), 7.62 (1H, s, H-4), 7.53 (1H, 
d, J =8.5 Hz, H-10), 7,44 (1H, d, J =8. Hz, H-12), 7.10 (1H, s, H-1), 6.97 (1H, d, J =8.4 Hz, H-9), 
6.02 (2H, s, OCH2O), 5.50 (1H, s, H-6), 3.96 (3H, s, OCH3), 2,69 (3H, s, NCH3). 
RMN 13C (100 MHz, CDCl3-CD3OD): δ 151.1 (C-8), 150.6 (C-2), 149.8 (C-3), 149.1 (C-7), 139.2 
(C-4b), 132.6 (C-12a), 128.2 (C-6a), 126.53 (C-4a), 124.90 (C-10a), 123.7 (C-12),  123.0 (C-10b), 
119.9 (C-11), 118.7 (C-10), 111.6 (C-9), 105.4 (C-1), 102.8 (OCH2O), 100.3 (C-4), 87.8 (C-6), 
62.2 (OCH3), 41.0 (NCH3). 
Datos espectroscópicos descritos en la literatura (Baek et al., 2013) 
 
 
Figura 3-15. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3-CD3OD) de 6-hidroxidihidrofagaridina 
EP2A 
 
























Estado físico Cristales amarillos en forma de 
agujas 
Punto de fusión  220-222 °C 
Formula molecular  C21H18NO4+ 
ESIMS (Experimental)  348.03 [M]+ 
MS (Calculada) 348.123034 M+ 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3-CD3OD): δ 10.00 (1H, s, H-6), 8.63 (1H, s, H-10), 8.62 (1H, d, J =8.7 
Hz, H-11), 8.25 (1H, s, H-12), 8.23 (1H, d, J =8.8 Hz, H-7),  8.21 (1H, s, H-4), 7.59 (1H, s, H-1), 
6.30 (2H, s, OCH2O), 5.01 (3H, s, NCH3), 4.31 (3H, s, OCH3), 4.16 (3H, s, OCH3). 
RMN 13C (100 MHz, CDCl3-CD3OD): δ 158.9 (C-9), 151.1 (C-8), 150.4 (C-6), 149.4 (C-2), 149.0 
(C-3), 132.8 (C-10a), 131.5 (C-12), 124.5 (C-10b), 118.1(C-10), 108.6 (C-7), 105.9 (C-1), 104.0 
(C-4), 102.9 (OCH2O), 101.8 (C-10), 56.5 (OCH3), 55.3 (OCH3), 51,8 (NCH3). 
Datos espectroscópicos descritos en la literatura (Marek et al., 1999) 
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Estado físico Sólido naranja 
Punto de fusión 264-267 °C 
Formula molecular  C20H16NO4+ 
ESIMS (Experimental)  334.09 [M]+ 
MS (Calculada) 334.107384 M+ 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3-CD3OD): δ 9.86 (1H, s, H-6), 8.57 (1H, d, J =9.0 Hz,  H-10), 8.52 (1H, 
d, J =9.0 Hz, H-11), 8.16 (1H, d, J =9.0 Hz H-12), 8,11 (1H, s, H-4), 7.95 (1H, d, J =9.0 Hz, H-9), 
7.59 (1H, s, H-1), 6.25 (2H, s, OCH2O), 4.95 (3H, s, NCH3), 4.25 (3H, s, OCH3) 
RMN 13C (100 MHz, CDCl3-CD3OD): δ 150.4 (C-8), 150.0 (C-6), 149.0 (C-2), 148.3 (C-3), 143,8 
(C-7) 132.3 (C-9), 131.8 (C-12), 127.6 (C-10a), 120.4 (C-4a), 120.0 (C-6a), 119.1 (C-11), 118.1(C-
10), 107.0 (C-1), 105.2 (C-4), 102.7 (OCH2O), 61.2 (OCH3), 52.5 (NCH3) 
Datos espectroscópicos descritos en la literatura (Nakanishi and Suzuki, 1998) 
 
 









δ 8.52  
H-11



















Estado físico Sólido amarillo pálido 
Punto de fusión 336-338 °C 
Formula molecular  C20H14NO4+ 
ESIMS (Experimental)  332.01 [M]+ 
MS (Calculada) 332.091734 M+ 
RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): δ 9.86 (1H, s, H-6), 8.75 (1H, d, J =9.0 Hz, H-11), 8.61 (1H, s, H-
10), 8.31 (1H, s, H-4), 8.26 (1H, d, J =9.0 Hz, H-12), 7.86 (1H, s, H-7), 7.77 (1H, s, H-1), 6.49 
(2H, s, OCH2O), 6.35 (2H, s, OCH2O), 4.87 (3H, s, NCH3). 
RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): δ 157.2 (C-9), 151.4 (C-8), 150.2 (C-6), 149.0 (C-3), 148.5 (C-2), 
134.6 (C-9), 132.8 (C-10a), 132.6 (C-12), 130.2 (C-10b), 124.6 (C4-b), 120.8 (C-11), 119.8 (C-
10), 119.1 (C-7), 105.7 (C-1), 104.6 (C-4), 104.2 (OCH2O), 102.8 (OCH2O), 100.9 (C-10), 51.4 
(NCH3).  
Datos espectroscópicos descritos en la literatura (Lv et al., 2011) 
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Estado físico Cristales incoloros 
Punto de fusión  234-236°C 
Formula molecular  C20H16NO4+ 
ESIMS (Experimental)  334.09 [M]+ 
MS (Calculada) 334.107384 M+ 
RMN 1H (400 MHz, CD3OD) δ 7.11 (1H, d, J =8.5 Hz, H-11), 7.03 (1H, d, J =8.6 Hz, H-12), 6.84 
(1H, s, H-1), 6.68 (1H, s, H-4), 6.06 (2H, s, OCH2O), 4.94 ( 1H, d, J =16.2 Hz H-8a), 4.80, (1H, d, 
J =16.2 Hz, H-8b), 4.79 (1H, m, H-13a sobrelapado con H-8), 3.97 (3H, s, 9-OCH3), 3.94 (3H, s, 
10-OCH3), 3.86 (1H, m, H-6a), 3.67 (1H, m, H-6b), 3.53 (1H, dd, J =18.4, 6.0 Hz, H-13a), 3.43(1H, 
m, H-5), 3.36 (3H, s, N-CH3), 3.30 (1H, m, H-5), 3.20 (1H, dd, J =18.4, 10.3 Hz, H-13b). 
RMN 13C (100 MHz,CD3OD): δ 151.8 (C-10), 149.1 (C-3), 147.8 (C-2), 146.1 (C-9), 125.2 (C-
14a), 123.9 (C-12), 121.7 (C-12a), 121.4 (C-4a), 120.4 (C-8a), 113.8 (C-11), 109.3 (C-4), 107.5 
(C-1), 102.1 (OCH2O), 65.6 (C-14), 61.5 (9-OCH3), 59.9 (C-8), 56.4 (10-OCH3), 52.8 (C-6), 50.7 
(NCH3), 34.0 (C-13), 24.2 (C-5). 
Datos espectroscópicos descritos en la literatura (Binutu and Cordell, 2000) 
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Figura 3-20. Espectro de NOESY (400 MHz, CDCl3-CD3OD) de cis-N-metilcanadina EP15 
3.3.3. Actividad inhibitoria frente a EeAChE y EqBChE 
Los alcaloides aislados se tamizaron frente a la inhibición de EeAChE y EqBChE 
inicialmente a una concentración de 10 µM a fin de hacer una primera aproximación 
cuantitativa y corroborar los resultados de la actividad cualitativa preliminar obtenidos en 
el ensayo de bioautografía. Para esto se determinó el porcentaje de inhibición enzimática 
por comparación con el control positivo y el control negativo. Como control positivo se 
empleó fisostigmina, un alcaloide pirrolindólico aislado de la especie Physostigma 
venenosum (Fabaceae), el cual se caracteriza por potente actividad inhibitoria frente a las 
dos enzimas blanco AChE/BChE (Bitzinger et al., 2016). Los porcentajes de inhibición 
(expresados como el promedio de tres experimentos independientes) obtenidos en el 
primer tamizaje a la concentración de 10 µM se presentan en la Figura 3-21 y en la Tabla 
1 del Anexo C. En la gráfica es posible observar que la mayoría de los alcaloides aislados 
presentan porcentajes de inhibición superiores al 60% frente a AChE a la concentración 
evaluada lo que nos permitió ratificar el potencial inhibitorio y por ende los resultados 








Figura 3-21. Porcentajes de inhibición frente a EeAChE y EqBChE a 10 µM del alcaloide 
 
De forma general, en el tamizaje a 10 µM se evidenció que los alcaloides aislados poseen 
mayor actividad frente a AChE en comparación con BChE, a excepción de la 6-
hidroxidihidrofagaridina EP2A y la fagaridina EP8 que presentaron mayores porcentajes 
de inhibición frente a EqBChE (75,7% y 85,7% respectivamente). Adicionalmente, la mayor 
actividad inhibitoria, con porcentajes superiores al 85% fue obtenida con las 
benzofenantridinas cuaternarias: avicina EP12, nitidina EP4 y fagaridina EP8. En el ensayo 
también fue incluida la queleritrina A1 aislada a partir del extracto de corteza de Z. 
schreberi, la cual presenta un comportamiento similar a las demás benzofenantridinas 
cuaternarias.  
Las dihidrobenzofenantridinas no presentan una tendencia en la actividad inhibitoria a la 
concentración evaluada. Por ejemplo, la 6-acetonildihidroqueleritrina EP1A y la 6-
hidroxidihidrofagaridina EP2A mostraron porcentajes superiores al 60% y muy cercanos 
para las dos enzimas. Mientras la dihidroqueleritrina EP22-4 fue considerablemente más 
activa frente a AChE (72,2%) en comparación con BChE (14,5%). Finalmente, la 6-acetonil 
N-metildihidrodecarina EP5 exhibió baja actividad en los dos casos, con porcentajes 
menores al 40%. Con relación a este alcaloide, cabe destacar que la única diferencia 
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estructural en comparación con EP1A (Ver Figura 3-8) es la presencia de un sustituyente 
hidroxilo en la posición 7 de la benzofenantridina, sin embargo, esto afecta de forma 
considerable la actividad inhibitoria, por lo cual se podría proponer que los sustituyentes 
metoxilo contribuyen de forma positiva a la actividad.  
Adicionalmente, la protoberberina (N-metilcanadina) y la quinolona (atanina) fueron menos 
activas que las benzofenantridinas, específicamente al comparar con las cuaternarias. Sin 
embargo, al no tener más alcaloides de este tipo para contrastar los resultados no es 
posible hacer un análisis en relación con la estructura-actividad. Considerando que no hay 
reportes de estos compuestos en la inhibición frente a colinesterasas y a fin de tener un 
punto de comparación para la N-metilcanadina, se evaluó la actividad inhibitoria a 10 µM 
del alcaloide homologo berberina (A2) aislado de la corteza de Z. schreberi. En la Figura 
3-22 se muestran los resultados de actividad inhibitoria a esta concentración para los dos 
alcaloides. De acuerdo con el tamizaje preliminar, la N-metilcanadina presentó menores 
porcentajes de inhibición que la berberina frente a las dos enzimas; sin embargo, la 
disminución de la actividad es más marcada frente a AChE. Teniendo en cuenta que la 
diferencia estructural entre los dos alcaloides está dada por la saturación en el anillo C del 
núcleo protoberberínico se podría suponer que la berberina que presenta mejor actividad 
al tener mayor rigidez en comparación con la N-metilcanadina en donde los anillos B/C 
saturados tienen menor rigidez.  
 
Figura 3-22. Resultados de la actividad inhibitoria a 10 µM de N-metilcanadina y berberina 
Para continuar con el estudio preliminar de la actividad inhibitoria frente a las 
colinesterasas y dar mayor soporte a los anteriores resultados, se evaluó la inhibición 
enzimática a una concentración de 1 µM para todos los alcaloides y los resultados se 




Figura 3-23. Porcentajes de inhibición frente a EeAChE y EqBChE a 1 µM del alcaloide 
Nuevamente se observó que los alcaloides aislados presentan mayor actividad frente a 
AChE, con excepción de la fagaridina EP8 que presentó un porcentaje de inhibición mayor 
frente a BChE. Este es un resultado interesante puesto que al comprar los porcentajes de 
inhibición de las benzofenantridinas cuaternarias y sus características estructurales como 
se muestra en la Figura 3-24, la nitidina, la avicina y la queleritrina presentan porcentajes 
de inhibición superiores al 80% frente a AChE e inferiores al 50% con BChE; mientras la 
fagaridina es casi dos veces más activa frente a la butirilcolinesterasa. Por lo tanto, 
teniendo en cuenta que la diferencia estructural entre la fagaridina y las demás 
benzofenantridinas es la presencia de un sustituyente OH, se podría inferir que esta 
característica le confiere cierta “selectividad” en la inhibición de BChE versus AChE. Una 
tendencia similar había sido observada en el Capítulo 2, en donde la columbamina resultó 
ser más activa frente a BChE, respecto a la berberina.  
 
Figura 3-24. Resultados de actividad inhibitoria a 1 µM de benzofenantridinas cuaternarias 
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En estudios recientes, se han reportado algunos alcaloides isoquinolínicos con actividad 
inhibitoria selectiva frente a butirilcolinesterasa. Por ejemplo, a partir de la corteza de raíz 
de la especie Berberis vulgaris se aislaron diez alcaloides bisbencilisoquinolinicos, dentro 
de los cuales tres: muraricina, berbostrejdina y armolina presentaron mayor actividad 
inhibitoria frente a BChE en comparación con AChE (Hostalkova et al., 2019). De hecho, 
la berbostrejdina mostró una concentración inhibitoria 6.9 µM ente a BChE la cual fue casi 
diez veces mayor que frente a AChE (66 µM.). Mientras la armolina fue selectiva en la 
inhibición de esta enzima con una IC50 de 0,82 µM. Una característica estructural que 
comparten todos los alcaloides bisbencilisoquinolínicos activos en dicho estudio es la 
presencia de sustituyentes hidroxilo. Adicionalmente, los estudios de acoplamiento 
molecular de la armolina con BChE mostraron que este compuesto puede unirse al sitio 
activo de la enzima, a su vez que el grupo OH de la isoquinolina está implicado en una 
interacción de tipo puente de hidrogeno con el aminoácido Ser198 del sitio catalítico. Lo 
cual indicaría que este sustituyente aportaría a la afinidad con la enzima y por lo tanto sería 
importante dentro de la actividad (Hostalkova et al., 2019). 
A fin de complementar los resultados de actividad inhibitoria obtenidos en este estudio con 
la fagaridina, se determinaron las IC50 frente a EeAChE y EqBChE. En la Figura 3-25 se 
presentan las curvas dosis-respuesta para EP8 y las concentraciones inhibitorias como el 
promedio de tres experimentos independientes obtenidas ajustando a la función de 
regresión no lineal en el software GraphPad Prism 6.  
 
Figura 3-25. Curvas dosis-respuesta de fagaridina en la inhibición de EeAChE y EqBChE 




De acuerdo con los anteriores resultados, es posible evidenciar que la fagaridina es por lo 
menos cinco veces más activa frente a butirilcolinesterasa en comparación con la 
acetilcolinesterasa. Al comparar los valores de la IC50 de queleritrina y fagaridina se 
observa que el sustituyente hidroxilo confiere una mayor actividad frente a BChE, sin 
embargo, parece afectar la actividad frente AChE puesto que en este caso la queleritrina 
es 10 veces más activa que la fagaridina frente a esta enzima.  
Adicionalmente, al contrastar los resultados de actividad anti-colinesterasa de la fagaridina 
con los alcaloides bencilsioquinolinicos mencionados anteriormente, la benzofenantridina 
mostró un mayor potencial como inhibidor dual, y además posee mayor actividad frente 
BChE que la muraricina (68,0 µM) y la berbostrejdina (6,9 µM); siendo solo superada por 
la armolina (0,82 µM) (Hostalkova et al., 2019). Recientemente se han reportado algunas 
moléculas de origen sintético incluyendo alcaloides, piridazonas y benzofuranos con 
potencial inhibitorio frente a BChE (Bosak et al., 2018; Dundar et al., 2019; Kumar et al., 
2018), con concentraciones inhibitorias entre 3 y 100 µM. Por lo tanto, aun comparando 
con las moléculas sintéticas más activas reportadas en estudios previos la fagaridina 
presenta un mayor potencial inhibitorio frente a BChE. Así mismo, cabe resaltar que en los 
estudios de acoplamiento molecular de los benzofuranos anteriormente mencionados se 
encontró que los sustituyentes hidroxilo tienen interacciones importantes con el 
aminoácido Tyr332 del sitio aniónico periférico de la enzima (Kumar et al., 2018). De 
acuerdo con los anteriores antecedentes, sería importante llevar a cabo estudios 
computacionales para comprar los sitios de unión y las interacciones de la fagaridina con 
las colinesterasas; y de esta forma predecir si el grupo hidroxilo juega un papel importante 
en la afinidad con BChE. Así que considerando el papel de la butirilcolinesterasa dentro 
del avance de la patogénesis de la EA los alcaloides isoquinilinicos hidroxilados podrían 
ser considerados un buen punto de partida para el diseño y desarrollo de inhibidores 
selectivos de BChE para el tratamiento de etapas avanzadas de la enfermedad de 
Alzheimer. 
De forma similar, para hacer un análisis más detallado de la actividad inhibitoria de la 
actividad de la N-metilcanadina en paralelo con la berberina, se determinaron las 
concentraciones inhibitorias de este alcaloide con las dos enzimas y los resultados para 
las dos protoberberinas se comparan en la Figura 3-26.  
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Figura 3-26. Curvas dosis-respuesta de N-metilcanadina en la inhibición de EeAChE y 
EqBChE y IC50 de N-metilcanadina y berberina 
Los resultados muestran que al cambiar el grado de saturación del núcleo de las 
protoberberinas la actividad inhibitoria frente a las colinesterasas se ve altamente afectada, 
de hecho, la tetrahidroprotoberberina resulto ser casi diez veces menos activa frente a las 
dos enzimas lo cual podría respaldar lo propuesto anteriormente respecto a la rigidez del 
núcleo como factor determinante en la interacción con el sitio activo de las enzimas. Lo 
cual explicaría también, que las dihidrobenzofenantridinas posean menor actividad 
inhibitoria en comparación con las benzofenantridinas. Sin embargo, se requiere de mayor 
evidencia para confirmar nuestra propuesta ya sea por evaluación de un grupo más grande 
de moléculas con estas características o por medio de técnicas computacionales como el 
acoplamiento o dinámica molecular.  
Finalmente, cabe resaltar que en el tamizaje a 1 µM solo dos alcaloides presentaron 
porcentajes de inhibición comparables con el control positivo y superiores al 80%, nitidina 
(EP4) y avicina (EP12) frente a AChE, por lo tanto, estas dos benzofenantridinas 
presentarían el mayor potencial anti-colinesterasa.  
Para dar continuidad al presente trabajo teniendo en cuenta que el objetivo es la búsqueda 
de ligandos multimodales en el próximo capítulo se abordará la evaluación de la actividad 
inhibitoria de los alcaloides aislados frente a otras dianas relacionadas con la EA como 





El estudio químico biodirigido del extracto de raíces de Zanthoxylum rigidum permitió el 
aislamiento e identificación de ocho alcaloides isoquinolinicos y una quinolona con 
potencial actividad inhibitoria frente a EeAChE. Siete de los nueve alcaloides aislados 
poseen núcleo benzofenantridínico, de los cuales seis son reportados por primera vez en 
la especie de estudio: dihidroqueleritrina (EP22-4), 6-acetonil-N-metildihidrodecarina 
(EP5), 6-hidroxidihidrofagaridina (EP2A), nitidina (EP4), fagaridina (EP8) y avicina (EP12). 
Adicionalmente, también es el primer reporte para Z. rigidum del aislamiento de atanina 
(EP22-3) y de la protoberberina cis-N-metilcanadina (EP15), el cual fue el alcaloide 
mayoritario del extracto.  
A los nueve alcaloides aislados se les evaluó la actividad inhibitoria a dos concentraciones 
iniciales 10 y 1 µM frente a la dupla de enzimas EeAChE/EqBChE, con lo cual se encontró 
que en el tamizaje a 10 µM los alcaloides benzofenantridínicos posee mayor potencial 
inhibitorio, siendo más efectivos en la inhibición de EeAChE. Sin embargo, esta tendencia 
fue menos evidente la concentración de 1 µM en donde solo dos alcaloides: nitidina (EP4) 
y avicina (EP12) presentaron alto potencial inhibitorio frente a las dos enzimas.  
Adicionalmente, en el tamizaje a 1 µM se encontró que la fagaridina EP8 posee mayor 
potencial inhibitorio frente a EqBChE, lo cual no fue observado con las demás 
benzofenantridinas cuaternarias aisladas. Por lo tanto, se determinó la concentración 
mínima inhibitoria de este alcaloide con la dupla EeAChE/EqBChE, con lo que se confirmó 
que la fagaridina es cinco veces más activa frente butirilcolinesterasa con una IC50 de 1,93 
µM. Estos resultados sugieren que la fagaridina puede ser un candidato promisorio para 
futuras modificaciones y optimizaciones estructurales en la búsqueda de inhibidores 
selectivos de butirilcolinesterasa.  
La N-metilcanadina (EP15) presentó menor actividad inhibitoria que la berberina frente a 
la dupla de enzimas EeAChE/EqBChE con IC50s de 14,2 y 40,4 µM respectivamente, 
siendo por lo menos 10 veces menos activa que su homologo insaturado. 
Finalmente, cabe resaltar que la estrategia empleada en el presente estudio resultó ser 
eficaz en la búsqueda de alcaloides activos puesto que permitió el aislamiento más rápido 





4. Capítulo 4: Potencial multifuncional de los 
alcaloides de Z. rigidum para el tratamiento 
de la enfermedad de Alzheimer 
4.1. Introducción 
La característica multifactorial de la enfermedad Alzheimer ha dificultado tanto su estudio 
a nivel etiológico como también ha obstaculizado el desarrollo de agentes terapéuticos 
efectivos. Aunque hoy en día las causas y mecanismos exactos en la EA siguen siendo 
inciertos, en las últimas décadas se ha logrado un pequeño avance en la dilucidación del 
proceso neurodegenerativo; lo cual ha permitido postular diferentes hipótesis a fin de 
explicar los eventos patológicos desencadenantes de la muerte neuronal (Kepp, 2012; 
Sanabria et al., 2017). Dentro de las principales hipótesis se encuentran: la cascada 
amiloide, hiperfosforilación de tau, detrimento colinérgico, la neuroinflamación, 
excitotóxicidad y el estrés oxidativo. La hipótesis colinérgica es una de las más antiguas y 
de mayor impacto en la búsqueda de agentes terapéuticos en la EA; de allí que tres de los 
cuatro fármacos aprobados por la FDA sean inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE): 
donepezilo, rivastigmina y galantamina. Sin embargo, se ha discutido ampliamente que 
estos fármacos solo presentan efectos a nivel sintomático, son poco efectivos en etapas 
avanzadas y no permiten detener o curar la enfermedad (Gaugler et al., 2019; Khoury et 
al., 2018).  
Tradicionalmente, el desarrollo de agentes terapéuticos se ha basado en el paradigma 
“una molécula, un blanco molecular” en busca de una alta selectividad y menos efectos 
secundarios (off-target). Sin embargo, los fármacos basados en una única diana 
terapéutica no son del todo selectivos y además resultaron ser insuficientes para el 
tratamiento de enfermedades multifactoriales, como la EA (Zheng et al., 2014). En 
consecuencia, en la última década el diseño de ligandos multi-diana se ha posicionado 
como una de las estrategias más promisorias y exitosas en el desarrollo de agentes 
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terapéuticos para el tratamiento de enfermedades complejas (Ramsay et al., 2018; Oset-
Gasque and Marco-Contelles, 2018). En el caso particular de la EA, los inhibidores de 
colinesterasas (iChEs) continúan jugando un papel muy importante dentro de la 
aproximación multi-target, con una nueva generación de iChEs en donde se busca inhibir 
tanto AChE como BChE, y a la vez modular otros blancos implicados en el desarrollo y 
avance de la patología (Leon et al., 2013). Recientemente se ha ratificado la importancia 
del deterioro colinérgico durante la progresión de la EA, así como su estrecha correlación 
con otros cambios fisiopatológicos claves, incluyendo la deposición anormal de Aβ, la 
hiperfosforilación de tau y la neuroinflamación (Hampel et al., 2018; Wang and Zhang, 
2018). Por ejemplo, se ha demostrado ampliamente que las colinesterasas favorecen la 
oligomerización de β-amiloide al actuar como chaperonas en la agregación, acelerando la 
formación agregados de Aβ (Wang and Zhang, 2018). Adicionalmente, y quizá más 
interesante, recientemente se encontró que Aβ puede aumentar la actividad hidrolítica de 
las colinesterasas al unirse a un sitio alostérico de la enzima formando complejos 
altamente solubles y reactivos denominados BAβACs (Kumar et al., 2016). En este 
contexto, la adecuada regulación del sistema colinérgico con inhibidores multi-diana no 
solo conllevaría al tratamiento del déficit cognitivo si no que con suerte podría modificar el 
progreso de la enfermedad.  
En la neurodegeneración se ha encontrado que un desequilibrio entre la síntesis y 
degradación de neurotransmisores conduce a una disminución drástica de los niveles de 
estas moléculas señalizadoras, alterando la función cerebral. De modo que, la regulación 
de la neurotransmisión por inhibición de las enzimas encargadas de la degradación de 
neurotransmisores es una vía clave en el tratamiento de enfermedades 
neurodegenerativas (Ramsay et al., 2016). Las colinesterasas, son las enzimas 
encargadas de finalizar la sinapsis colinérgica por la degradación rápida de acetilcolina 
(ACh). La AChE, ubicada en las membranas de las neuronas posinápticas es la principal 
responsable de la hidrolisis de ACh, sin embargo, la BChE también puede llevar a cabo el 
catabolismo del neurotransmisor para suplir el rol catalítico de la acetilcolinesterasa (Lane 
et al., 2016). Durante el progreso de la enfermedad de Alzheimer no solo se ve afectado 
el sistema colinérgico, también se presenta la muerte masiva de otras neuronas como 
respuesta a bajos niveles de neurotransmisores monoaminas, como la dopamina, 
serotonina y noradrenalina. Las monoamino oxidasas MAO-A y B son las enzimas que 
catalizan la degradación de estos neurotransmisores a través de una reacción de 
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desaminación oxidativa, generando aldehídos, amoniaco y peróxido de hidrogeno. El 
detrimento de la neurotransmisión monoaminérgica se ha asociado con varias afecciones 
del sistema nervioso central como depresión, ansiedad, esquizofrenia y enfermedades 
neurodegenerativas incluyendo Parkinson y Alzheimer (Cai, 2014). En pacientes con EA, 
se observado un incremento de MAO-B en células gliales lo cual se ha considerado como 
un biomarcador de la patología. También, se ha encontrado que la sobre activación de las 
monoamino oxidasas induce la sobreproducción de radicales libres en el cerebro lo que 
origina diferentes eventos bioquímicos conexos a la cascada amiloide que favorecen la 
acumulación de placas amiloides (Ramsay et al., 2018). Adicionalmente, se ha 
documentado ampliamente la relación entre la elevada actividad catalítica de las 
monoamino oxidasas y el estrés oxidativo, debido a la alta tasa de producción de peróxido 
de hidrógeno y por ende de especies reactivas de oxígeno, lo que resulta en una respuesta 
pro-oxidativa y neuroinflamatoria (Cai, 2014; Ramsay et al., 2018). Por lo tanto, los 
inhibidores de colinesterasas y monoamino oxidasas podrían constituir una fuente 
promisoria de agentes multi-diana para el tratamiento de la EA.  
En la última década se han descrito diferentes candidatos multi-diana capaces de inhibir 
tanto ChEs como MAOs los cuales han demostrado alto potencial neuroprotector in vitro e 
in vivo (Ramsay et al., 2016). Uno de los ejemplos más representativos de este tipo de 
MTDLs es el ladostigil, una molécula pequeña diseñada para inhibir colinesterasas y 
monoaminooxidasas por combinación de farmacóforos. Este compuesto mostró una 
potente actividad inhibitoria en las enzimas target y a su vez también presentó actividad 
neuroprotectora in vitro (Weinreb et al., 2012). En estudios preclínicos el ladostigil logró 
mejorar el deterioro cognitivo inducido por escopolamina y estreptozotocina en ratas; 
adicionalmente este compuesto superó las primeras etapas de los ensayos clínicos en 
fases I y II, sin embargo, fue retirado en la fase III al demostrar baja efectividad 
(ClinicalTrials.gov, NCT01429623).  
A fin de contribuir a la búsqueda de esta “nueva generación de inhibidores de ChEs" con 
potencial multi-diana, los alcaloides aislados a partir de la raíz de Z. rigidum fueron 
tamizados en la actividad inhibitoria frente ChEs, MAOs y en la agregación de Aβ1-42. Se 
seleccionaron los alcaloides más promisorios para continuar con el estudio, para esto se 
determinaron las IC50s, los mecanismos de inhibición enzimática y se investigaron las 
características y modos de unión frente a las colinesterasas por acoplamiento molecular y 
Resonancia Magnética Nuclear. 
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4.2. Materiales y Métodos 
4.2.1. General 
Para los ensayos de actividad biológica se emplearon: Acetilcolinesterasa de anguila 
eléctrica EeAChE (E.C.3.1.1.7), Butirilcolinesterasa de suero equino EqBChE 
(E.C.3.1.1.8), Acetilcolinesterasa humana recombinante HrAChE (E.C.3.1.1.7), Yoduro de 
acetiltiocolina (ATCI), yoduro de butiriltiocolina (BTCI), albumina sérica bovina (BSA), ácido 
5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), monoamino oxidasa A humana recombinante (MAO 
A, EC 1.4.3.4), monoamino oxidasa B humana recombinante (MAO B, EC 1.4.3.4), 
peroxidasa de rábano (HRP, Tipo I), dihidrobromuro de kinuramina (KYN), tiramina (TYR), 
Ampliflu™ Red (AR), péptido β-amiloide 1-42, tioflavina-T, dimetilsulfóxido (DMSO), 
donepezilo, fisostigmina, safinamida y clorgilina, los cuales fueron obtenidos de casas 
comerciales como Sigma Aldrich o Alfa Aesar y Abcam. Los reactivos inorgánicos para la 
preparación de buffers como NaH2PO4·2H2O, Na2HPO4·2H2O, KH2PO4·2H2O, 
K2HPO4·2H2O NaHCO3 y NaCl fueron obtenidos de Merck (Darmstadt, Alemania). Las 
lecturas de los ensayos de actividad inhibitoria se realizaron en un lector de microplacas 
Infinite® M1000 PRO (Tecan Trading AG, Switzerland) en el Instituto de Química 
Farmacéutica y Medicinal de la Universidad Henrich Heine de Düsseldorf (Alemania).  
4.2.2. Tamizaje a 10 µM y selección de los alcaloides con potencial multi-
diana 
A los alcaloides aislados se les evaluó la actividad inhibitoria frente a HrAChE y monoamino 
oxidasas (MAO-A y B) y en la agregación de Aβ1-42; inicialmente en un tamizaje preliminar 
a una concentración de 10 µM empleando las siguientes metodologías: 
4.2.2.1. Actividad inhibitoria frente a HrAChE 
El ensayo de actividad inhibitoria frente a acetilcolinesterasa humana recombinante 
(HrAChE) se realizó con la metodología previamente descrita en el capítulo 3 para el 
tamizaje frente a EeAChE (ver página 87). En este caso se empleó HrAChE a una 
concentración final 3,12 ng/mL o 0,2 U/mL. Posterior a la adición de la premezcla de DTNB 
y ATCI las reacciones se siguieron espectrofotométricamente a una longitud de onda de 
412 nm por 30 minutos. Como control negativo se usó DMSO (0,2% en buffer fosfatos) y 
como control positivo fisostigmina a una concentración final de 10 µM (Ramsay and Tipton, 
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2017). Los datos fueron obtenidos en tres experimentos independientes, cada uno 
realizado al menos por duplicado. 
4.2.2.2. Actividad inhibitoria frente MAO-A y B 
Para determinar el potencial inhibitorio frente a las monoamino oxidasas, los alcaloides 
fueron tamizados frente a las dos isoformas (A y B) utilizando el método fluorométrico 
continuo con Amplex red (Affini et al., 2018).  
En microplacas negras de 96 pozos (Greiner, de volumen reducido) se dispusieron 25 µL 
de la solución del alcaloide (concentración final 10 µM) y 25 µL del sustrato, tiramina (TYR) 
a una concentración final de 2xKm (Km: 20 µM para MAO A y 30 µM para MAO B), como 
se muestra en la Figura 4-1. Posteriormente, se adicionaron 25 µL de una premezcla de 
Amplex red (AR) (concentración final de 40 µM) y peroxidasa de rábano (0,25 U/mL). 
Finalmente, a cada placa se le adicionaron 25 µL de la enzima de ensayo: MAO-A (1,25 
ng/mL) o MAO-B (1,67 ng/mL). Inmediatamente después de la adición de la enzima la 
reacción fue monitoreada midiendo la intensidad de fluorescencia (λex/λem 535 nm/595 nm) 
a 37 °C durante 30 min. En el ensayo se incluyeron los siguientes blancos: de inhibidor (25 
µL del inhibidor + 75 µL de buffer fosfatos), para la reacción (25 µL de sustrato + 25 µL de 
AR y HRP + 50 µL de buffer) y para la inhibición frente a HRP (25 µL del inhibidor + 25 µL 
de sustrato + 25 µL de AR y HRP + 25 µL de buffer). Como control negativo se usó DMSO 
(0,2% en buffer fosfato) y como controles positivos clorgilina y safinamida (10 µM) para 
MAO-A y B, respectivamente. Los datos fueron obtenidos en dos experimentos 
independientes, cada uno realizado por duplicado. 
 
Figura 4-1. Ensayo fluorométrico continúo acoplado a HRP para la actividad inhibitoria 
frente MAO A y B 
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4.2.2.3. Actividad inhibitoria de la auto agregación de Aβ1-42 
El péptido amiloide Aβ1-42 fue pretratado con 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP), 
posteriormente se dividió en alícuotas, las cuales fueron llevadas a sequedad y 
conservadas a -20°C (Stine et al., 2011). Previo al ensayo el péptido Aβ1-42 fue reconstituido 
en 50 µL DMSO (filtrado por una membrana de 22 µm) y diluido con 950 µL de buffer 
fosfatos (10 mM, pH 7,4 y NaCl 150 mM).  
La actividad antiagregante de Aβ1-42 se determinó por el método de fluorescencia con 
tioflavina-T (Th-T) (Xue et al., 2017). Para el ensayo se emplearon microplacas negras de 
96 pozos (Greiner, de volumen reducido), tanto las soluciones de los alcaloides como la 
de Th-T fueron preparadas en buffer fosfatos (10 mM, pH 7,4 y NaCl 150 mM). En la 
microplaca se adicionaron 25 μL de la solución del alcaloide (concentración final de 10 µM) 
y 25 μL de tioflavina-T (concentración final 20 μM), como se observa en la Figura 4-2. 
Posteriormente, se añadieron 50 μL de la solución del péptido (recién preparada) a una 
concentración final de 10 μM y se comenzó el monitoreo de la agregación, midiendo la 
intensidad de fluorescencia (λex/λem 440 nm/485 nm) a 37 °C. Se realizaron lecturas cada 
5 minutos, durante 90 minutos, con agitación de 10 segundos entre lecturas para facilitar 
la agregación. En el ensayo se incluyeron los siguientes controles: blanco de fluorescencia 
para los alcaloides (25 μL + 75 μL buffer), control negativo DMSO (0,2% en buffer fosfato) 
y rojo de fenol como control positivo (10 µM). Las velocidades de agregación expresadas 
como RFU/min se obtuvieron de la parte lineal del proceso de fibrilación y se determinaron 
en tres experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado. 
 
Figura 4-2. Ensayo fluorométrico con Th-T para la actividad antiagregante de Aβ1-42 
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4.2.2.3. Actividad inhibitoria de la agregación de Aβ1-42 inducida por AChE 
La actividad antiagregante de Aβ1-42 inducida por AChE se evaluó también por el método 
de fluorescencia con tioflavina-T (ThT) empleando un procedimiento similar al descrito 
anteriormente. En este caso, a partir del péptido monomerizado (posterior al tratamiento 
con HFIP) se preparó una solución stock de Aβ1-42 y EeAChE en relación molar 100:1. 
Se emplearon microplacas negras de 384 pozos (Greiner), en la cual se adicionaron los 
reactivos en el siguiente orden: 5 μL de la solución del alcaloide (concentración final de 10 
µM), 5 μL de tioflavina-T (concentración final 20 μM) y 10 μL de la solución Aβ1-42/EeAChE 
10/0,1 µM (recién preparada). La agregación fue monitoreada como se describió 
anteriormente. Se usaron blancos para los alcaloides, para Aβ1-42 /EeAChE sin inhibidor 
(control negativo) y como control positivo se usó rojo de fenol. Las velocidades de 
agregación expresadas como RFU/min se obtuvieron de la parte lineal del proceso de 
fibrilación y se determinaron en tres experimentos independientes, cada uno realizado por 
duplicado.  
4.2.2.4 Cálculos de porcentajes de inhibición y selección de los alcaloides con mayor 
potencial  
Para todos los ensayos del tamizaje se calcularon los porcentajes de inhibición respecto a 
los controles positivo y negativo, los datos fueron normalizados con el software GraphPad 
Prism 6 y se expresaron como el promedio del porcentaje ± desviación estándar. 
Los resultados del tamizaje de los alcaloides a la concentración de 10 µM fueron usados 
como criterio de selección de los compuestos con mayor potencial multi-diana. Para ello, 
lo alcaloides que presentaron porcentajes de inhibición superiores al 80% frente al mayor 
número de blancos moleculares fueron seleccionados para continuar con la determinación 
de las concentraciones inhibitorias IC50 y para llevar a cabo los estudios de la cinética de 
la inhibición con colinesterasas y monoamino oxidasas. 
4.2.3. Determinación de las concentraciones inhibitorias IC50 
Las concentraciones inhibitorias frente a EeAChE, EqBChE, HrAChE, MAO A, MAO B y 
Aβ1-42 se determinaron con las metodologías anteriormente descritas (Affini et al., 2018; 
Ramsay and Tipton, 2017; Xue et al., 2017).  
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Para la determinación de la IC50, se utilizaron mínimo 8 concentraciones del alcaloide, las 
cuales fueron obtenidas por diluciones seriadas en una escala logarítmica en el rango de 
0,001 a 100 µM. Todos los ensayos se realizaron en tres experimentos independientes y 
en cada uno se incluyeron como mínimo dos replicas. Los valores de las IC50 fueron 
calculados con las curvas de dosis-respuesta usando la regresión no lineal (log [I] vs 
respuesta) en el software estadístico GraphPad Prism 6 y son expresados como el valor 
promedio de la concentración inhibitoria más o menos el error estándar  
4.2.4. Estudios cinéticos de la inhibición enzimática 
4.2.4.1. Estudios cinéticos de la inhibición frente a colinesterasas 
Los estudios cinéticos se realizaron con EeAChE, HrAChE y EqBChE utilizando una 
metodología similar a la descrita en el tamizaje a 10 µM (ver página 87). Los alcaloides 
seleccionados se probaron a cinco concentraciones diferentes de acuerdo con su 
concentración inhibitoria cincuenta usando las siguientes relaciones: 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 
1 ó 2 x IC50. Adicionalmente se emplearon siete concentraciones del sustrato (ATCI o BTCI) 
en el rango de 0,1 a 2 mM. Los experimentos cinéticos se realizaron por duplicado en dos 
experimentos independientes. Los datos fueron analizados con el software GraphPad 
Prism 6. Las constantes de inhibición (Ki) se calcularon a partir de las curvas de [sustrato] 
vs velocidad de reacción usando la regresión no lineal de la función cinética de inhibición 
enzimática del GraphPad. Adicionalmente, el mecanismo de inhibición se determinó 
gráficamente aplicando la función de regresión doble reciproca Lineweaver-burk en el 
software GraphPad Prism (Brunhofer et al., 2012; Yeong et al., 2017). 
4.2.4.1. Estudios cinéticos de la inhibición frente a MAO A 
Para el estudio cinético de la inhibición con MAO-A se empleó una metodología similar a 
la descrita en el numeral 4.2.2.2. En el ensayo se analizaron cinco concentraciones de los 
alcaloides, obtenidas a partir de la concentración inhibitoria cincuenta (0.1, 0.25, 0.5, 0.75 
y 1 x IC50) y siete concentraciones de tiramina en el rango de 0,03 a 1 mM (Ramsay and 
Albreht, 2018). Este experimento se realizó por duplicado en dos experimentos 
independientes. Los datos fueron analizados como se describió previamente usando el 
software GraphPad Prism 6.  
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4.3. Resultados y Discusión  
4.3.1. Tamizaje a 10 µM y selección de los alcaloides con potencial multi-
diana 
4.3.1.1. Actividad inhibitoria frente a AChE 
A fin de complementar los resultados de la actividad inhibitoria presentada en el capítulo 
3, los alcaloides aislados fueron evaluados frente a la inhibición de AChE humana 
recombinante a la concentración de 10 µM. Los porcentajes de inhibición (expresados 
como el promedio de tres experimentos independientes) obtenidos en el tamizaje frente a 
AChE de anguila eléctrica y humana recombinante se presentan en la Figura 4-3 (los 
valores son presentados en la Tabla 1 del Anexo C). 
 
Figura 4-3. Porcentajes de inhibición frente a EeAChE y HrAChE a 10 µM 
En la gráfica se observa que cinco de los nueve alcaloides aislados presentaron 
porcentajes de inhibición superiores al 60% frente a las dos enzimas, la dihidroqueleritrina 
(EP22-4) y 6-hidroxidihidrofagaridina (EP2A) mostraron porcentajes mayores al 60% solo 
frente a EeAChE, y los alcaloides con menor actividad inhibitoria a esta concentración 
fueron la N-metildihidrodecarina (EP5) y la atanina (EP22-3), cuyos porcentajes fueron 
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menores al 50% frente a las dos enzimas. La mayoría de los alcaloides evidenciaron 
porcentajes de inhibición ligeramente mayores frente a EeAChE en comparación con 
HrAChE. Sin embargo, los alcaloides menos activos EP5 y EP22-3 presentaron diferencias 
en los porcentajes de inhibición mayores a un 20% frente a las dos enzimas. EP22-3, 
exhibió mayor actividad frente a la enzima de anguila eléctrica y de forma opuesta EP5 fue 
más activo frente a la enzima humana, siendo el único de los alcaloides aislados que 
mostró esta tendencia. En estudios previos se han reportado diferencias mínimas en la 
actividad inhibitoria frente a colinesterasas provenientes de diferentes organismos; por 
ejemplo, los alcaloides isoquinolínicos berberina y queleritrina mostraron concentraciones 
inhibitorias ligeramente menores frente a AChE humana (IC50= 0,61 y 1,54, 
respectivamente) en comparación con la de anguila eléctrica (IC50=  2,74 y 3,78 
respectivamente) (Brunhofer et al., 2012). Pese a que es frecuente obtener actividades 
variables con este tipo de enzimas estas diferencias son consideradas poco relevantes; 
además a la fecha no se han llevado a cabo estudios comparativos lo suficientemente 
robustos a nivel estructural y estadístico que permitan determinar si existen diferencias en 
los modos de unión y el tipo de interacciones con los sitios activos que sea responsables 
de dicha variabilidad.  
Cabe destacar que mayoría de los estudios enfocados a la búsqueda de inhibidores de 
AChE para el tratamiento de trastornos neurodegenerativos se han llevado a cabo con 
enzimas de peces eléctricos como Electrophorus y Torpedo debido su alta homología 
estructural con la enzima humana (Greenblatt et al., 2003). Sin embargo, en los estudios 
farmacológicos más recientes se ha venido incorporando la determinación de la actividad 
inhibitoria con las enzimas humanas, principalmente de tipo recombinante a fin de tener 
una mayor proximidad con las dianas de la enfermedad de Alzheimer (Silva et al., 2014). 
No obstante, debido a las variaciones en la producción de enzimas humanas 
recombinantes estas pueden presentar cambios en su estructura tridimensional, por 
ejemplo, en estudios cristalográficos de acetilcolinesterasa humana recombinante se han 
encontrado secuencias peptídicas inusuales ubicadas en el PAS las cuales estarían 
bloqueando el acceso al sitio activo (Dvir et al., 2010) lo que podría inducir diferencias en 
la actividad con esta enzima. De acuerdo con lo anterior, es recomendable realizar más 
estudios estructurales y computacionales para determinar si existen selectividades o 
interacciones que favorezcan la actividad de los alcaloides isoquinolínicos con la enzima 
de anguila eléctrica respecto a la enzima humana. 
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4.3.1.2. Actividad inhibitoria frente MAO A y B 
Adicionalmente, a los alcaloides aislados se les evaluó la actividad inhibitoria frente a 
monoamino oxidasas a la concentración de 10 µM, empleando las dos isoformas MAO-A 
y B; los resultados de los porcentajes de inhibición se presentan a continuación. 
 
Figura 4-4. Porcentajes de inhibición frente a MAO-A y B a 10 µM 
 
En la Figura 4-4, se observa que la mayoría de los alcaloides isoquinolínicos presentaron 
porcentajes de inhibición menores al 60% frente a las dos isoformas de MAO en el tamizaje 
preliminar a la concentración de 10 µM. No obstante, las benzofenantridinas 6-
hidroxidihidrofagaridina (EP2A), nitidina (EP4) y avicina (EP12) mostraron potencial 
inhibitorio frente a MAO-A con porcentajes de 62, 74 y 98% respectivamente; siendo la 
avicina el alcaloide más promisorio con un porcentaje comparable con la clorgilina, un 
inhibidor selectivo de MAO-A. Las benzofenantridinas cuaternarias EP4 y EP12 mostraron 
una menor actividad inhibitoria frente a MAO-B con porcentajes de 24 y 9%, nuevamente 
la inhibición de EP12 frente a MAO-B es comparable con la clorgilina (8%) lo cual permite 
inferir que existe un alto grado de selectividad del alcaloide frente a la isoforma A. La 
mayoría de los alcaloides evaluados mostraron actividad preferente sobre MAO-A, con 
excepción de EP2A el cual presentó porcentajes muy cercanos frente a las dos isoformas, 
y EP5 fue más activo frente a MAO-B con un porcentaje cercano al 50%.  
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Los anteriores resultados son interesantes teniendo en cuenta que las dos isoformas A y 
B a pesar de tener una alta homología en la secuencia de aminoácidos y en la estructura 
tridimensional se diferencian principalmente en la forma del sitio activo, y en la distribución 
en el SNC, MAO-B se encuentra en neuronas serotoninérgicas, mientras que MAO-A está 
de forma predominante en todas las demás neuronas (Ramsay and Tipton, 2017). En 
cuanto al sitio activo, si bien las dos isoformas poseen la misma estructura catalítica 
general, MAO-B posee una cavidad de entrada al sitio activo mucho más estrecha en 
comparación con MAO-A. Lo anterior se ve reflejado en las especificidades frente a 
sustratos e inhibidores, por ejemplo, se ha encontrado que MAO-A puede tener mayor 
afinidad con ligandos más voluminosos (Ramsay et al., 2016).  
4.3.1.3. Actividad inhibitoria de la agregación de Aβ1-42 
Considerando que hay una amplia evidencia de la relación entre la hipótesis colinérgica y 
amiloide, en el tamizaje multi-diana también se evaluó el potencial inhibitorio de los 
alcaloides aislados en la agregación del péptido Aβ1-42. Para lo cual se determinó la 
actividad antiagregante por el método de fluorescencia con tioflavina-T (Th-T), tanto en la 
fibrilización Aβ1-42 solo, como en la agregación inducida por la acetilcolinesterasa de 
anguila eléctrica. En la Figura 4-5 se presentan los resultados de los porcentajes de 
inhibición como el promedio de tres experimentos independiente cada uno realizado por lo 
menos en duplicado (los datos numéricos se presentan en la Tabla 3 del anexo C).  
En el tamizaje de los alcaloides a la concentración de 10 µM se encontró que cinco 
alcaloides poseen actividad antiagregante promisoria en el ensayo de auto agregación y 
seis en la agregación inducida por AChE, con porcentajes mayores al 50%. De forma 
general, tal como se observa en la Figura 4-5 todos los alcaloides presentaron porcentajes 
de inhibición superiores en el ensayo con EeAChE. De acuerdo con estos resultados 
preliminares, los alcaloides benzofenantridínicos presentaron potencial en la inhibición de 
la agregación de Aβ1-42, en particular la 6-hidroxifagaridina (EP2A), 6-
acetonildihidroqueleririna (EP1A), nitidina (EP4) y avicina (EP12). Siendo EP2A, el 
alcaloide con mayor actividad inhibitoria, la cual fue incluso mayor a la del control positivo 
en el ensayo de auto agregación. 




Figura 4-5. Porcentajes de inhibición frente a la agregación del péptido β-amiloide 1-42 
 
De forma particular, durante el proceso agregación de Aβ en presencia de atanina (EP22-
3) se observaron pendientes superiores que en el control negativo (proceso de agregación 
sin “inhibidor”), dando como resultado porcentajes de inhibición negativos. Teniendo en 
cuenta que en todos los ensayos realizados el proceso de agregación de amiloide fue más 
rápido con atanina se podría sugerir que este compuesto favorece la polimerización del 
péptido Aβ1-42. Se ha demostrado que el plegamiento y la oligomerización de los péptidos 
amiloides pueden ser acelerados por diferentes moléculas, desde proteínas hasta metales 
como el hierro y el cobre (Mohamed, et al., 2016), sin embargo, hasta el momento no se 
han encontrado reportes de productos naturales o moléculas pequeñas que puedan ejercer 
este rol como moléculas “chaperonas” por lo cual sería recomendable analizar otros 
alcaloides quinolónicos o realizar estudios complementarios para tener información más 
concluyente acerca del fenómeno observado con la atanina. 
4.3.1.4. Selección de los alcaloides con mayor potencial multi-diana 
Para continuar con el estudio de actividad multimodal de los alcaloides aislados los 
resultados del tamizaje preliminar fueron comparados en la Figura 4-6, en donde se 




Figura 4-6. Resultados del tamizaje de actividad multi-diana de alcaloides aislados 
 
Para este estudio fueron considerados como promisorios aquellos compuestos con 
actividad superior al 80% a la concentración de 10 µM frente al mayor número de blancos 
moleculares. Además, los alcaloides también se tamizaron a una concentración menor (1 
µM) frente a las colinesterasas y estos resultados (Figura 4-6 y Tabla 1 del anexo C) se 
usaron dentro del criterio de selección, de acuerdo con la siguiente hipótesis: los 
compuestos que presentaran porcentajes de inhibición mayores al 50% a la concentración 
más baja deberían tener IC50 menores a 1 µM, lo que sería comparable con otros productos 
naturales y moléculas sintéticas consideradas activas (Zhang et al., 2019).  
De este modo, las benzofenantridinas nitidina (EP4) y avicina (EP12) que presentaron 
porcentajes de inhibición mayores al 80% frente a las colinesterasas, MAO-A y en la 
actividad antiagregante de Aβ; y adicionalmente fueron las más activas frente EeAChE y 
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4.3.2. Determinación de las concentraciones inhibitorias IC50 
Para la obtención de las concentraciones inhibitorias frente a EeAChE, HrAChE, EqBChE, 
MAO-A y Aβ se obtuvieron las curvas dosis-respuesta usando diferentes concentraciones 
de avicina y nitidina en tres experimentos independientes cada uno realizado como mínimo 
por duplicado. En la Figura 4-7, se presentan las curvas de inhibición frente a las 
colinesterasas, en las que se observa que los experimentos fueron altamente 
reproducibles, obteniendo concentraciones inhibitorias muy cercanas en los diferentes 
ensayos. Los valores de cada experimento independiente fueron promediados y los 
resultados de las concentraciones inhibitorias promedio y los errores estándar se presenta 
en la Tabla 4-1 (página 134).  
Los alcaloides avicina y nitidina presentaron alta actividad inhibitoria frente a la 
acetilcolinesterasa de anguila eléctrica y humana recombinante con concentraciones 
inhibitorias en el rango micromolar y sub-micromolar (Tabla 4-1, pág.134). Además, tal 
como se había observado previamente en el tamizaje preliminar los dos alcaloides 
mostraron mayor inhibición frente a la enzima de anguila eléctrica en comparación con la 
forma humana recombinante, la nitidina por ejemplo fue dos veces más activa con 
EeAChE. Es preciso señalar que esta misma tendencia fue observada con el control 
positivo, en nuestro estudio la fisostigmina presentó una IC50 dos veces mayor con la 
enzima humana en comparación con la de anguila, no obstante, las dos concentraciones 
están en el rango nanomolar previamente reportado para este alcaloide (Jackisch et al., 
2009).  
Pese a las diferencias entre los valores en las IC50 frente a las dos enzimas, la actividad 
inhibitoria presentada por nitidina (EP4) y avicina (EP12) frente a la enzima humana 
recombinante es comparable o incluso mayor que la reportada para otros alcaloides 
isoquinolínicos como la queleritrina (IC50 = 1,54 ± 0,07 µM) y la berberina (IC50 = 0,61 ± 
0,04 µM), los cuales son reconocidos por su alto potencial como inhibidores de 
colinesterasas (Brunhofer et al., 2012). Además, la queleritrina y la nitidina poseen una 
estructura muy similar, que solo varía en la posición de los sustituyentes metoxilos en el 
anillo A de la benzofenantridína lo que explicaría que presenten valores muy cercanos de 




Figura 4-7. Curvas dosis respuesta de avicina (EP12) y nitidina (EP4) en la inhibición de 
EeAChE, HrAChE y EqBChE 
 
Los dos alcaloides benzofenantridínicos también presentaron actividad inhibitoria frente a 
la butirilcolinesterasa, siendo la avicina más activa que la nitidina con una IC50 en el rango 
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submicromolar (0,88 ± 0,08 µM). Estos resultados muestran que la actividad inhibitoria de 
la avicina frente a BChE es superior a la reportada para otros productos naturales, 
incluyendo la galantamina (IC50 = 15 µM), un alcaloide isoquinolínico actualmente aprobado 
para el tratamiento de la EA (Silva et al., 2014). Recientemente, a partir de la corteza de 
raíz de Berberis vulgaris (Berberidaceae) fueron aislados algunos alcaloides bis-
bencilisoquinolinicos con actividad inhibitoria selectiva hacía BChE, entre ellos la aromolina 
exhibió la mayor potencia con una IC50 de 0,82 μM (Hostalkova et al., 2019), la cual es 
comparable con la obtenida para la avicina, aislada de la raíz de Z. rigidum.  
Además, los resultados obtenidos con los alcaloides benzofenantridínicos no solo son 
comparables con productos naturales, sino también con algunos ligandos híbridos que 
poseen potencial multi-diana. Por ejemplo, híbridos de berberina y heterociclos de seis 
miembros unidos con espaciadores de 2 o 4 carbonos, los cuales presentaron actividad 
inhibitoria dual con IC50 en el rango micromolar frente a AChE y BChE, y que a su vez 
inhibieron también la agregación de Aβ (Huang et al., 2010a). Así mismo, heterodímeros 
de tacrina, como la vitacrina (IC50 = 3,3 y 15,8 μM para AChE y BChE respectivamente) un 
agonista del receptor 5-HT1A que mejoró el déficit cognitivo en modelos in vivo (Zhang et 
al., 2019); y heterodímeros de tacrina y resveratrol, con concentraciones inhibitorias en el 
rango micromolar (AChE IC50 = 8,80 μM) que también poseen efectos neuroprotectores 
asociados con la regulación de la neuroinflamación (Mishra et al., 2019). Lo anterior, 
sugeriría que los alcaloides aislados en el presente estudio (avicina y nitidina) representan 
un buen punto de partida para el diseño de moléculas hibridas con mayor actividad y 
potencial terapéutico para el tratamiento de la EA. 
Las benzofenantridinas EP12 y EP4 poseen carácter inhibitorio dual frente a las 
colinesterasas con índices de selectividad (IS) BChE/HrAChE de 1,8 y 4,6 
respectivamente, lo que es altamente deseable en la búsqueda de la denominada “nueva 
generación de iChEs-MTDLs”, considerando la importancia de estas enzimas en el 
mantenimiento de la sinapsis colinérgica, así como su rol no catalítico (Ramsay et al., 2016; 
Reid et al., 2013). Fundamentalmente porque el sistema colinérgico ha demostrado tener 
interrelación con otras rutas involucradas en la patología de la enfermedad como lo son la 
hiperfosforilación de tau, la neuroinflamación y la amiloidogénesis (Wang and Zhang, 
2018). Así mismo se ha encontrado que la BChE juega un papel crítico en la regulación de 
la cascada amiloide reduciendo los niveles de proteína precursora amiloide (APP) y que el 
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sitio aniónico periférico (PAS) de la AChE modula la agregación de la β-amiloide (Hampel 
et al., 2018).  
Por último, cabe destacar que los alcaloides benzofenantridínicos EP4 y EP12 mostraron 
menor actividad frente a la BChE, lo cual podría estar dado por las diferencias en los sitios 
activos de las enzimas. Si bien las colinesterasas tienen una alta homología estructural 
(>65%) presentan diferencias en el número de residuos aromáticos en el sitio periférico 
(PAS), en particular la AChE presenta dos aminoácidos aromáticos (Phe295 y Phe297) en 
el PAS los cuales hacen más estrecha la cavidad de entrada al sitio activo de esta enzima, 
confiriéndole cierta especificidad frente a sustratos y ligandos (Rosenberry et al., 2017). 
Con base en lo anterior, es posible presumir que si la avicina y la nitidina se unen al PAS 
de las colinesterasas pueden presentar diferentes interacciones con los residuos 
aromáticos de BChE, lo cual podrían explicar las diferencias en la actividad con esta 
enzima. Sin embargo, esta propuesta debería soportarse con estudios de acoplamiento 
molecular.  
Considerando que se ha reportado que algunos ligandos que se unen al sitio aniónico 
periférico de las colinesterasas son capaces de atenuar la agregación de Aβ y de acuerdo 
con los resultados del tamizaje preliminar con Aβ1-42 la avicina y la nitidina (%I > 75 a 10 
µM), se continuó con la determinación de las concentraciones inhibitorias para estos 
alcaloides por medio del ensayo de fluorescencia con Th-T. En la Figura 4-8 se presentan 
las curvas dosis respuesta para el ensayo de auto agregación de Aβ1-42. 
  
 
Figura 4-8. Curvas dosis respuesta de avicina (EP12) y nitidina (EP4) frente a la 
agregación de Aβ1-42. 
De acuerdo con los resultados que se presentan en la Tabla 4-1, los alcaloides EP12 y 
EP4 mostraron actividad inhibitoria moderada en la agregación de Aβ1-42, con 


























130 Alcaloides isoquinolínicos de Zanthoxylum como posibles agentes multifuncionales para el tratamiento de la EA 
 
 
concentraciones inhibitorias del orden micromolar, de lo cual se puede resaltar que la 
nitidina (EP4) presento mayor potencial inhibitorio. Al comprar estos resultados con 
reportes previos de actividad antiagregante de alcaloides isoquinolínicos como berberina 
y queleritrina (Tabla 4-1, pág.136) se observa que los alcaloides benzofenantridínicos, es 
decir, nitidina, queleritrina y avicina poseen mayor potencial inhibitorio comparado con la 
berberina. Los valores de las IC50 de las benzofenantridinas son similares e inferiores a 6 
µM, mientras que la berberina que es uno de los alcaloides isoquinolínicos con mayores 
estudios en neuroprotección posee una concentración inhibitoria por lo menos siete veces 
mayor.  
Otros productos naturales, principalmente polifenoles han mostrado inhibición del proceso 
de fibrilización en ensayos in vitro con concentraciones inhibitorias en un rango de 0,6 a 
5,6 µM. Dentro de este grupo se encuentran diferentes polifenoles antioxidantes como  
resveratrol (IC50 = 2,82 µM), curcumina (IC50 = 0,63 µM), catequina (IC50 = 5,30 µM) y 
quercetina (IC50 = 0,72 µM); los cuales también han presentado efecto neuroprotector en 
modelos celulares frente a la toxicidad inducida por oligómeros de Aβ, incrementando la 
viabilidad celular (Chen et al., 2017; Porat et al., 2006). La  curcumina y el resveratrol 
también han mostrado un amplio espectro de actividades relacionadas con la 
neuroprotección y por esta razón avanzaron a estudios clínicos fase II como terapia 
preventiva (Feng et al., 2013; Villaflores et al., 2012). Aunque el potencial antiagregante 
de los polifenoles en un comienzo se atribuyó a sus propiedades antioxidantes otros 
estudios sugieren que en realidad son las características estructurales, en particular la 
presencia de diferentes anillos aromáticos y los hidroxilos fenólicos, los que le confieren 
dicha actividad debido a las interacciones que pueden establecer con los residuos 
aromáticos de los péptidos amiloides (Porat et al., 2006).  
A nivel molecular los agregados amiloides se caracterizan por poseer una alta presencia 
de estructuras de láminas-β alineadas paralelamente formando ensamblajes paralelos. Al 
interior de estos, se establecen canales formados principalmente por residuos aromáticos 
como la fenilalanina y el triptófano los cuales son importantes en la estabilidad de la 
estructura tridimensional (Biancalana and Koide, 2010; Chen et al., 2017). En 
consecuencia, se ha propuesto que algunos inhibidores con estructuras altamente 
aromáticas favorecen las interacciones con los aminoácidos aromáticos de las láminas-β 
bloqueando el ensamblaje de los oligómeros y protofibrillas (Biancalana and Koide, 2010; 
Porat et al., 2006). Lo anterior, podría estar relacionado con los resultados obtenidos en el 
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tamizaje preliminar de los alcaloides (ver Figura 4-5) en donde la mayoría de las 
benzofenantridinas presentaron porcentajes de inhibición superiores al 60% a 10 µM. 
Siendo las benzofenantridínas cuaternarias más activas en comparación con las 
tetrahidrobenzofenantridinas.  
Adicionalmente, las concentraciones inhibitorias obtenidas para nitidina y avicina son 
comparables con otras moléculas pequeñas tanto naturales como sintéticas que han 
exhibido alto potencial neuroprotector frente a Aβ en modelos celulares, así que estos 
resultados parciales podrían ser la base para continuar con estudios de neuroprotección 
in vitro. Así mismo, se podría determinar si las benzofenantridinas pueden inducir la 
desagregación de oligómeros amiloides, lo cual acentuaría su potencial multimodal al 
actuar no solo en la prevención de la formación de especies oligoméricas, sino también al 
tener efectos sobre las formas poliméricas previamente ensambladas. 
A fin de complementar los resultados previos, también se determinaron las 
concentraciones inhibitorias frente a las monoamino oxidasas, las curvas dosis-respuesta 
para los dos alcaloides con MAO-A se presentan en la Figura 4-9.  
 
Figura 4-9. Curvas dosis respuesta de avicina (EP12) y nitidina (EP4) frente con MAO-A  
 
Los resultados de la Tabla 4-1 (ver pág.134) muestran que los dos alcaloides presentan 
inhibición significativa frente a MAO-A con concentraciones inhibitorias en el rango 
micromolar, siendo la avicina más activa con una IC50 menor a 0,5 µM. En el presente 
estudio también se evaluó la actividad sobre MAO-B para calcular el índice de selectividad. 
Sin embargo, debido a la baja actividad inhibitoria no se logró obtener la curva sigmoidal 
completa, por lo tanto, solo se reportan los resultados aproximados. Los índices de 
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selectividad obtenidos fueron: mayor a 150 para nitidina y mayor a 200 para avicina, lo que 
indica que estos alcaloides presentan inhibición selectiva frente a la isoforma A. 
Recientemente, también se reportó que la queleritrina presenta inhibición de MAO-A con 
una concentración de 0,55 µM, muy cercana a la obtenida para la avicina, pero con un 
índice de selectividad menor (SI= 36) (Baek et al., 2018). Otros alcaloides isoquinolínicos, 
como la coptisina (una protoberberina) han evidenciado alto potencial inhibitorio frente a 
las monoamino oxidasas, sin embargo, la berberina con estructura homologa es menos 
activa (Ro et al., 2001). En la Figura 4-10, se hace un comparativo entre las estructuras y 
las concentraciones inhibitorias de las parejas de alcaloides coptisina-berberina y avicina-
nitidina, con lo cual se podría proponer que el sustituyente metilendioxi favorece la 
actividad frente a MAO-A. Lo anterior podría estar dado por un aumento en la rigidez de la 
molécula, haciendo que el efecto sea más marcado en la pareja coptisina-berberina en 
donde la primera es casi 100 veces más activa, mientras que en las benzofenantridinas 
que tienen un scaffold totalmente aromático la diferencia de la actividad es de 
aproximadamente 5 veces.  
 
Figura 4-10. Comparación estructural y de actividad inhibitoria de algunos alcaloides 
isoquinolínicos frente a MAO-A 
Por otra parte, al comparar nuestros resultados con otros productos naturales a los cuales 
se les ha determinado actividad inhibitoria frente a MAOs (Carradori et al., 2014) se 
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observa que los alcaloides benzofenantridínicos (avicina, nitidina y queleritrina) presentan 
alta inhibición y selectividad con MAO-A. La mayoría de los productos naturales reportados 
poseen principalmente actividad frente a MAO-B o actividad dual. Por ejemplo, los 
flavonoides han mostrado alta selectividad frente a la isoforma B, dentro de este grupo 
unos de los más activos son la rutina (IC50 = 3,9 µM), la 5-hidroxiflavona (IC50 = 3,9 µM) y 
la gancaonina A (IC50 = 0,8 µM, IS = 1000) (Carradori et al., 2014). Otros polifenoles 
antioxidantes como la curcumina y sus derivados demetoxilados presentaron actividad 
similar frente a las dos isoformas con concentraciones entre 2,5 y 3,5 µM (Cheol et al., 
2018). Algunos alcaloides quinolónicos con cadenas alifáticas largas presentaron actividad 
100 veces mayor frente a MAO-B con concentraciones de 2 y 3 µM (Carradori et al., 2014). 
Diferentes estudios han demostrado que existe una sobre activación de MAO-A y B en 
diferentes áreas del cerebro de pacientes con Alzheimer, tanto en las primeras etapas 
como durante la progresión de la enfermedad, lo cual normalmente se ve acompañado por 
una disminución masiva de neuronas, indicando que la elevada actividad catalítica de las 
monoamino oxidasas está involucrada en la patología de la EA (Cai, 2014). En 
consecuencia, en las últimas décadas se ha presentado un creciente interés en la 
búsqueda de inhibidores de MAOs como estrategia terapéutica para el tratamiento de la 
EA con resultados promisorios (R-antagonismus et al., 2017; Ramsay et al., 2018). Los 
inhibidores duales o selectivos de MAO han presentado actividad neuroprotectora por 
disminución de la producción de radicales libres, reducción de la peroxidación de lípidos, 
regulación del estrés oxidativo y de la neuroinflamación (Ramsay et al., 2016). Por ejemplo, 
el ladostigil un inhibidor dual de MAO favoreció el procesamiento no amiloidogénico de la 
proteína precursora amiloide y mejoró el deterioro cognitivo in vivo (Weinreb et al., 2012). 
Por otra parte, el ligando ASS234 con actividad inhibitoria selectiva sobre MAO-A también 
mostró actividad neuroprotectora por inhibición de la agregación de Aβ1-42 y por su actividad 
antioxidante (Esteban et al., 2014). En este contexto, los resultados obtenidos con los 
alcaloides avicina y nitidina permiten aportar a la búsqueda de inhibidores selectivos de 
MAO-A con potencial actividad neuroprotectora, además el núcleo de la benzofenantridina 
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Tabla 4-1. Resultados de la actividad inhibitoria de los alcaloides avicina y nitidina 
Compuesto 
IC50 (µM) 













0,65 ± 0,09 1,25 ± 0,09 5,73 ± 0,60 1,89 ± 0,17 >300 1,89 ± 0,40 
Berberina 
 









3,55 ± 0,18 
 




4,20 ± 0,43* 
 
 









ND ND ND 0,04 ± 0,003 ND ND 
Los valores de IC50 se presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos independientes realizados 
por lo menos por duplicado 
ND= No determinado 
* valores de IC50 reportados en literatura (Brunhofer et al., 2012) 
**valores de IC50 reportados en literatura (Carradori et al., 2014) 
¥ valores de IC50 reportados en literatura (Baek et al., 2018)  
 
Los resultados de las concentraciones inhibitorias frente a los blancos seleccionados 
compilados en la Tabla 4-1, sugieren que las benzofenantridinas avicina y nitidina 
presentan un alto potencial multi-diana, comparable o incluso mayor que el reportado para 
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la berberina y la queleritrina, específicamente la berberina es recocida por ser un agente 
multimodal altamente promisorio para el tratamiento de la EA (Ahmed et al., 2015; Chu et 
al., 2018). Este alcaloide isoquinolínico no solo ha presentado actividad in vitro frente a las 
colinesterasas, actividad antioxidante y regulatoria del colesterol; si no que también 
presentó actividad en modelos in vivo (Ahmed et al., 2015). Por administración intragástrica 
(50 mg/kg durante 14 días), la berberina mejoró el déficit cognitivo y la depresión; además 
logró reducir la placa amiloide en el tejido cerebral de los ratones tratados. Los efectos 
antidepresivos de este alcaloide se asociaron con la inhibición de las monoamino oxidasas 
aumentando los niveles de neurotransmisores monoaminas en el hipocampo y la corteza 
frontal (Chu et al., 2018). Adicionalmente, se determinó que pese a tener una carga positiva 
este alcaloide puede cruzar la barrera hematoencefálica y se detecta en el SNC con 
eliminación lenta después de la administración intravenosa (Ahmed et al., 2015; Chu et al., 
2018).  
Los resultados de la actividad multimodal de las benzofenantridinas también son 
comparables con algunos inhibidores duales ChE/MAO de origen sintético (Figura 4-11), 
lo que respalda la importancia del potencial multi-diana de estos alcaloides naturales. Por 
ejemplo, se han diseñado varios derivados de la pirimidiniltiourea usando la aproximación 
"fragment-based" y el ligando más activo (25) mostró valores IC50 de 0,32 µM frente AChE 
y 1,43 µM con MAO-B; adicionalmente este compuesto también mejoró el deterioro 
cognitivo en ratones inducido por escopolamina (Wang and Zhang, 2018). Basados en la 
función no catalítica del PAS de las colinesterasas el cual está implicado en la agregación 
de los oligómeros amiloides, también se han diseñado ligandos híbridos para abarcar tanto 
el CAS como el PAS de la enzima. De esta forma se sintetizaron dímeros del meptazinol, 
bis-nor-meptazinoles (26), con lo cual se logró llevar la actividad inhibitoria frente a las 
colinesterasas hasta el rango nanomolar, sin embargo, la IC50 (16,6 µM) obtenida para la 
agregación amiloide fue mayor a la presentada por avicina y nitidina (Wang and Zhang, 
2018). Tal como se había mencionado anteriormente el ligando ASS234 (27) presentó alta 
actividad inhibitoria frente a las dos isoformas de MAO (IC50 = 0,03 y 3,20 µM A y B 
respectivamente), actividad dual AChE/BChE (IC50 = 0,81/1,82 µM) y potencial 
neuroprotector por inhibición de la producción de radicales libres (Bautista-aguilera et al., 
2017). Este ligando fue optimizado por inserción del grupo piperidinilpropoxi, dirigido a la 
modulación del receptor histaminérgico H3R, está estrategia fue altamente exitosa 
obteniendo el contilisant (28) un compuesto líder que además de inhibir colinesterasas, 
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monoamino oxidasas y ser antagonista del receptor H3R (Ki = 10,8 nM) alivia el deterioro 
cognitivo in vivo inducido por Aβ (Bautista-aguilera et al., 2017; Marco-Contelles, 2019). 
Cabe resaltar, que las IC50 presentadas por el contilisant frente a AChE/BChE son mayores 
a la obtenidas con la avicina.  
 
Figura 4-11. Reportes de actividad inhibitoria multi-diana para algunos ligandos híbridos 
La inhibición frente a las enzimas “catabolizadoras” de neurotransmisores como 
colinesterasas y MAO-A, al igual el potencial antiagregante del amiloide presentado por 
avicina (EP12) y nitidina (EP4) podría tener efectos en la recuperación de la sinapsis 
colinérgica y en otras vías relacionadas con la neurodegeneración como cascada amiloide 
o el estrés oxidativo. Por ende, los resultados obtenidos en el presente estudio son una 
primera aproximación sustancial en la búsqueda de moléculas pequeñas con potencial 
terapéutico para la enfermedad de Alzheimer. Por esta razón, a fin de profundizar en las 
características de unión frente a ChEs y MAO-A, se evaluaron los mecanismos de 
inhibición enzimática presentada por estos alcaloides frente a las dos enzimas. 
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4.3.3. Estudios cinéticos de la inhibición enzimática 
Para el análisis cinético de nitidina y avicina se obtuvieron las curvas de [sustrato] vs 
velocidad de reacción con EeAChE, HrAChE y EqBChE y se realizó el análisis de los 
resultados ajustando a la función cinética de inhibición enzimática de Michaelis–Menten 
con en el programa GraphPad Prism 6. El mecanismo de inhibición se determinó 
gráficamente con la función de regresión doble reciproca Lineweaver-burk (Figura 4-12). 
 
Figura 4-12. Gráficas de Lineweaver-Burk de la inhibición de colinesterasas  
En las curvas de [sustrato] vs velocidad de reacción, así como en las gráficas de 
linealización doble-recíproca (Figura 4-12) se observó una disminución en el valor de la 
velocidad máxima (Vmax) y un aumento en la constante Km a concentraciones crecientes 
de los dos compuestos (con las tres enzimas); lo cual es característico de un mecanismo 
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de inhibición mixta (Ecuación 1). Lo que indica que avicina (EP12) y nitidina (EP4) pueden 
unirse reversiblemente tanto a la colinesterasa libre, como también al complejo enzima-
sustrato (Ramsay and Tipton, 2017).  
 
Ecuación 1. Mecanismo de inhibición mixta 
Para este tipo de inhibición la intersección en la gráfica de Lineweaver-Burk permite 
analizar la afinidad del ligando. Cuando la intersección se encuentra en el cuadrante 2 (por 
encima del eje X) el ligando es más afín por la enzima libre y cuando está en el cuadrante 
3 (por debajo del eje X) se presenta una mayor afinidad por el complejo enzima sustrato 
(Bean, 2002). Para la nitidina (EP4) y avicina (EP12) se observa que frente a las tres 
enzimas las líneas se interceptan por encima del eje X, por lo tanto, estos compuestos 
presentan una mayor afinidad por la enzima libre es decir la Ki es menor que Ki’. Sin 
embargo, al comprar detalladamente las gráficas de EeAChE y HrAChE se observa que 
con la enzima humana los dos alcaloides presentaron el intercepto más cercano al eje Y, 
lo que se asemeja más a un modelo de inhibición competitiva en donde los inhibidores se 
unen directamente al sitio activo. Así que para confirmar el mecanismo de inhibición de 
nitidina (EP4) y avicina (EP12) con la enzima humana fue necesario analizar los resultados 
en el modelo de la cinética enzimática de Michaelis–Menten (no lineal), ajustando con los 
dos tipos de inhibición (mixto y competitivo). Con lo cual se obtuvo un mejor ajuste de los 
datos con el modelo mixto. Por ejemplo, la avicina (EP12) presentó una varianza (r2) 
superior al 98% en el modelo mixto, mientras que en el modelo competitivo la varianza fue 
de menor al 93%. Lo anterior indica que, aunque las dos benzofenantridinas presentan el 
mismo mecanismo de inhibición con AChE podrían establecer diferentes interacciones con 
la enzima humana en comparación con la de águila eléctrica. Lo cual explicaría las 
diferencias observadas en las concentraciones inhibitorias de nitidina (EP4) y avicina 
(EP12) frente a las dos enzimas (Tabla 4-1, pág. 136). 











Cabe destacar que el mecanismo de inhibición mixta en las colinesterasas ha sido 
relacionado con la unión de los ligandos tanto al sitio aniónico catalítico (CAS) como al 
aniónico periférico (PAS); siendo esta una característica altamente deseable en la 
búsqueda de inhibidores de ChEs con potencial multimodal dado el rol que cumple el PAS 
en la agregación de Aβ (Huang et al., 2010b). En general, las moléculas capaces de 
establecer interacciones de tipo π-π con residuos aromáticos del sitio aniónico periférico 
han evidenciado también actividad inhibitoria en la agregación de β-amiloide (Dvir et al., 
2010). Por ejemplo, la queleritrina que presentó inhibición mixta frente a AChE también 
disminuyó la agregación del péptido Aβ1-40 con una IC50 en el rango micromolar, en los 
estudios de acoplamiento molecular, la queleritrina exhibió interacciones de enlace de 
hidrógeno con el residuo Tyr130 del CAS, así como interacciones de apilamiento π-π con 
los residuos de Tyr121 y Tyr334 del PAS (Brunhofer et al., 2012). Con base en la anterior 
evidencia y los resultados del mecanismo de inhibición, se propone de forma tentativa que 
los alcaloides avicina y nitidina pueden unirse al PAS de AChE, y probablemente en el 
caso de la enzima humana podrían establecer interacciones diferentes en el CAS lo que 
les otorga un carácter de inhibición similar a la competitiva, no obstante, esta hipótesis 
debe ser corroborada con estudios más específicos como lo son modelos de acoplamiento 
molecular o métodos biofísicos.  
De forma similar se realizó el estudio cinético con MAO-A, las gráficas de regresión doble 
reciproca Lineweaver-burk de avicina y nitidina se presentan en la Figura 4-13. En las 
gráficas se observa que los dos alcaloides muestran un mecanismo de inhibición mixta, en 
este caso las líneas se interceptan en el cuadrante 3 indicando que estos compuestos son 
más afines por el complejo E-S y por ende que la Ki’ es menor que Ki (Ramsay and Tipton, 
2017). En el caso de avicina el punto de corte de las líneas es muy cercano al eje x, lo que 
se asemeja más a un mecanismo de inhibición no competitivo. Lo anterior indicaría que los 
dos alcaloides podrían unirse a un sitio diferente al sitio activo de la enzima modulando la 
actividad. 
En reportes previos otros alcaloides isoquinolínicos como coptisina, berberina y queleritrina 
han presentado mecanismos de inhibición competitiva respecto a la kynuramina (sustrato), 
por consiguiente estos alcaloides se unirían directamente al sitio activo de la MAO-A (Kong 
et al., 2001; Ro et al., 2001). En estudios de acoplamiento molecular con MAO-A se 
encontró que la queleritrina puede establecer interacciones de tipo enlace de hidrogeno 
con los aminoácidos Cys323 y Tyr444 del sitio activo, lo cual respalda los resultados de la 
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cinética enzimática in vitro (Baek et al., 2018). Por otro lado, la jatrorrhizina, una 
protoberberina, presentó un mecanismo de inhibición no competitiva frente a MAO-A 
usando como sustrato serotonina (Kong et al., 2001). Los anteriores reportes indican que 
no hay una tendencia específica en el mecanismo de inhibición presentado por los 
alcaloides isoquinolínicos, lo que explicaría que avicina y nitidina presenten un mecanismo 
diferente al reportado para la queleritrina. 
 
Figura 4-13. Gráficas de Lineweaver-Burk de la inhibición de la monoamino oxidasa A 
Como se observa en la Figura 4-14, la sanguinarina y la avicina poseen una alta semejanza 
estructural, las dos son benzofenantridinas con dos sustituyentes metilendioxi y solo se 
diferencian en la posición del sustituyente del anillo D. En un estudio previo la sanguinarina 
presentó un modo de inhibición no competitivo frente a MAO-A, usando kynuramina como 
sustrato (Lee et al., 2001). Sin embargo, la avicina mostró una inhibición mucho más 
potente de la monoamino oxidasa A, con una Ki tres ordenes de magnitud menor que la 
reportada para la sanguinarina (Lee et al., 2001), lo que indicaría que la posición del 
sustituyente metilendioxi puede favorecer la afinidad con la enzima aumentando la 
actividad inhibitoria.  
 
Figura 4-14. Comparación de la actividad inhibitoria frente a MAO-A de la avicina y la 
reportada para sanguinarina  
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Por otra parte, la queleritrina y nitidina (ver estructuras en la Tabla 4-1) que támbien poseen 
estructuras homologas presentaron diferentes mecanismos de inhibición. La primera es un 
inhibidor competitivo frente a la kynuramina (Baek et al., 2018), mientras la segunda mostró 
inhición mixta de acuerdo con nuestros resultados. Teniendo en cuenta todo lo anterior, se 
observa que no hay un patrón en el tipo de inhibición presentada por los alcaloides 
isoquinolínicos frente a MAO-A, lo que indica que estos pueden establecer interacciones 
en diferentes sitios de la enzima. Así que a fin de profundizar en el sitio y modo de unión 
con MAO-A es recomendable complementar los resultados de la cinética enzimática con 
estudios que permitan obtener más información de las interacciones que establecen estos 
alcaloides con la enzima. 
Adicionalmente, se determinaron las constantes de inhibición (Ki) para los dos alcaloides 
frente a las enzimas a partir de las curvas de [sustrato] vs velocidad de reacción, después 
de ajustar los datos al modelo de cinética de inhibición mixta usando el modelo de 
regresión no lineal con en el programa GraphPad Prism 6, los valores son presentados en 
la Tabla 4-2.  
Tabla 4-2. Resultados del estudio cinético de nitidina y avicina  
Compuesto 
Ki (µM) 








0,106 ± 0,018 0,876 ± 0,019 0,587 ± 0,025 0,373 ± 0,080 
 
Pese a que las concentraciones inhibitorias son uno de los datos más reportados en la 
búsqueda y selección de compuestos activos frente a enzimas, cabe resaltar que las IC50 
pueden afectarse por la concentración del sustrato, el orden de adición de los reactivos, 
entre otros factores; lo que conlleva a que este valor no sea totalmente reproducible. Por 
consiguiente, es recomendable incluir la caracterización cinética de los inhibidores en las 
primeras etapas de la identificación de hits para obtener resultados más confiables 
(Holdgate et al., 2018). La determinación de Ki permite estimar la actividad inhibitoria y su 
valor es independiente de las condiciones del ensayo, de modo que este un dato más 
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reproducible y representativo del potencial de un inhibidor. Los resultados obtenidos en el 
estudio cinético (Tabla 4-2) muestran que la nitidina y la avicina presentan una fuerte 
inhibición frente a todas las enzimas con los valores de Ki en el rango nanomolar o 
submicromolar. El análisis cinético también está en concordancia con los resultados de las 
IC50, presentando el mismo patrón de inhibición: los dos compuestos son más activos con 
acetilcolinesterasa de anguila eléctrica en comparación con la enzima humana 
recombinante, los dos alcaloides poseen alto potencial inhibitorio dual frente a la dupla de 
colinesterasas, y adicionalmente EP12 es un inhibidor más potente que EP4 frente a todas 
las enzimas.  
Al comparar los valores obtenidos para las Ki con las concentraciones inhibitorias se 
observan diferencias en la mayoría de los casos, esto puede estar relacionado con el tipo 
de inhibición presentada por los alcaloides. Como se mencionó anteriormente, las IC50 se 
pueden ver afectadas por las concentraciones del sustrato y las condiciones del ensayo 
(Holdgate et al., 2018; Järvinen et al., 2011). Para los inhibidores mixtos, que se unen con 
igual afinidad a la enzima libre y al complejo enzima-sustrato, las diferencias entre la 
concentración inhibitoria y la Ki suelen ser menos marcadas en comparación con los 
inhibidores competitivos, para los cuales la concentración del sustrato puede afectar de 
forma drástica el valor de la concentración inhibitoria (Järvinen et al., 2011). La tendencia 
mostrada por avicina y nitidina en donde las Ki son menores que las IC50 también ha sido 
reportada para otros productos naturales (Carradori et al., 2014). Por ejemplo, la 
queleritrina presentó IC50 de 3,78 µM para EeAChE y de 1,54 µM frente a HrAChE, mientras 
que las Ki reportadas en el mismo estudio fueron de 0,48 con EeAChE y 0,32 µM con 
HrAChE (Brunhofer et al., 2012), estas diferencias son similares a las encontradas en 
nuestro estudio. De igual forma, en la actividad inhibitoria frente a MAO-A, los valores de 
IC50 y Ki reportados para la queleritrina fueron de 0,55 y 0,22 µM respectivamente (Baek 
et al., 2018). Los anteriores reportes no solo respaldan los resultados obtenidos en el 
presente estudio, también permiten destacar que la avicina presenta un alto potencial 
inhibitorio frente a las colinesterasas y monoamino oxidasas, con constantes de inhibición 
menores que las presentadas por queleritrina y nitidina.  
De forma global, en el estudio de actividad biológica realizado con los alcaloides de 
isoquinolínicos aislados del extracto de raíz de Z. rigidum se encontró que los dos 
compuestos con mayor potencial multimodal presentan también una alta semejanza 
estructural. Por esta razón, es posible proponer algunas características del núcleo base de 
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la benzofenantridina las cuales podrían jugar un papel importante en la inhibición de las 
enzimas que degradan neurotransmisores (ChEs y MAO-A), así como en inhibición de la 
oligomerización β-amiloide. En primer lugar, se podría esperar que el núcleo totalmente 
aromático tenga un mayor aporte a la actividad comparado con la forma insaturada de las 
dihidrobenzofenantridinas. Adicionalmente, considerando que en la mayoría de los casos 
las benzofenantridinas cuaternarias presentaron mayor potencial inhibitorio, se podría 
suponer que dicha actividad está relacionada con la presencia del Nitrógeno cargado 
positivamente. Por otra parte, como se discutió anteriormente los sustituyentes metoxilo y 
metilendioxi podrían influenciar de forma positiva la actividad en comparación con los 
grupos hidroxilo, principalmente en la inhibición frente a AChE y MAO-A. Sin embargo, el 
caso contrario se observó para la BChE en donde los alcaloides con grupos hidroxilos 
como EP8, presentan mayor selectividad frente a esta enzima. Finalmente, teniendo en 
cuenta que la avicina mostró mayor actividad que la nitidina frente a todas las enzimas 
evaluadas se sugiere que el sustituyente metilendioxi favorece la inhibición en 
comparación con los metoxilos vecinales. 
Nuestros resultados sugieren que la nitidina y la avicina presentan características 
estructurales importantes para la inhibición de enzimas degradadoras de 
neurotransmisores, particularmente colinesterasas y monoamino oxidasas; así como para 
la inhibición de la oligomerización Aβ1-42. Las cuales representan algunas de las vías claves 
en la disminución drástica de la señalización neuronal y por ende en la posterior muerte 
masiva de neuronas, durante el proceso neurodegenerativo de la enfermedad de 
Alzheimer. De tal forma que estos resultados son un aporte sustancial y representan un 
punto de partida en desarrollo de moléculas pequeñas con potencial terapéutico para la 
enfermedad. En este sentido, se decidió profundizar en la identificación de algunas de las 
características estructurales que podrían jugar un papel importante en la actividad de estos 
alcaloides. Para lo cual, se realizaron estudios de acoplamiento molecular frente a las 
colinesterasas y estudios de Resonancia Magnética Nuclear de diferencia de saturación 
transferida (STD-NMR, por sus siglas en inglés) con AChE los cuales son presentados en 
el capítulo 5. 
 
 





En el tamizaje de actividad biológica de los alcaloides aislados del extracto de raíz de Z. 
rigidum frente a colinesterasas, monoamino oxidasas y en la agregación de β-amiloide, se 
encontró que los alcaloides benzofenantridínicos presentan un mayor potencial multimodal 
en comparación con la N-metilcanadina y la atanina. Dos benzofenantridinas cuaternarias, 
nitidina (EP4) y avicina (EP12), presentaron los mayores porcentajes de inhibición frente a 
todos los blancos moleculares y por tanto fueron seleccionadas para continuar con el 
estudio de actividad multi-diana.  
 
Las benzofenantridinas nitidina (EP4) y avicina (EP12) presentaron actividad inhibitoria 
frente a las dos colinesterasas (AChE/BChE) con concentraciones inhibitorias en el rango 
micromolar e índices de selectividad bajos. En el estudio cinético, los dos alcaloides 
presentaron mecanismos de inhibición mixta, y constantes de inhibición (Ki) comparables 
e incluso mejores que las reportadas para otros alcaloides isoquinolínicos naturales. 
Adicionalmente, tanto avicina como nitidina presentaron actividad inhibitoria moderada en 
el ensayo de oligomerización de Aβ1-42. Así que, teniendo en cuenta el mecanismo de 
inhibición mixta y su potencial inhibitorio en la oligomerización de Aβ, se propone 
tentativamente que la avicina y la nitidina pueden unirse al PAS de las ChEs. Además, los 
dos alcaloides benzofenantridínicos presentaron inhibición selectiva de la monoamino 
oxidasa A con concentraciones en el rango micromolar. La avicina (EP12), presentó mayor 
actividad inhibitoria con una IC50 menor a 1 µM. En el estudio cinético con MAO A, se 
encontró que tanto avicina como nitidina son inhibidores mixtos, siendo más afines por el 
complejo E-S; lo cual nos permite inferir que estos alcaloides pueden unirse a un sitio 
diferente al sitio activo de MAO-A, modulando su actividad catalítica. Los anteriores 
resultados, indican avicina (EP12) y nitidina (EP4) poseen un alto potencial inhibitorio 
frente a enzimas degradadoras de neurotransmisores, como colinesterasas y monoamino 
oxidasas, así como frente a la oligomerización de β-amiloide; lo cual podría conllevar 
efectos neuroprotectores, por el mantenimiento de los niveles de neurotransmisores, la 
modulación de la cascada amiloide y del estrés oxidativo. Por consiguiente, nuestros 
resultados constituyen un importante punto de partida en la búsqueda y desarrollo de 






5. Capítulo 5. Estudio del sitio y modo de 




El descubrimiento y desarrollo de fármacos más efectivos y seguros sigue siendo un reto 
crítico que requiere de estudios multidisciplinarios a fin minimizar los fracasos de 
candidatos en fases clínicas y reducir la brecha en la necesidad médica insatisfecha. En 
este sentido, en las dos últimas décadas los descubrimientos de nuevas entidades 
moleculares basados en estrategias empíricas y fenotípicas se han venido sustituyendo 
por la aproximación racional (Mavromoustakos et al., 2011; Swinney, 2013). El 
descubrimiento de fármacos desde una estrategia racional se fundamenta en el 
conocimiento de la fisiopatología de la enfermedad, lo que permite identificar las vías 
bioquímicas y macromoléculas involucradas en el proceso patológico. De esta forma, los 
tamizajes y diseños de nuevas entidades se pueden basar en la estructura del blanco 
molecular o el ligando (Mandal et al., 2009). 
Los constantes avances en las técnicas biofísicas como la cristalografía de rayos X, la crio-
microscopía electrónica y la resonancia magnética nuclear, han favorecido el desarrollo y 
aceptación de la aproximación racional; la cual se ha vuelto esencial en las etapas 
preliminares del descubrimiento de fármacos (Renaud et al., 2016). Este tipo de técnicas 
no solo han permitido la determinación de las estructuras tridimensionales de blancos 
moleculares sino que también proporcionan información valiosa sobre el sitio de unión, las 
interacciones moleculares y la afinidad ligando-proteína (Macalino et al., 2015; Renaud et 
al., 2016). Actualmente las técnicas biofísicas son empleadas como herramientas claves 
en diferentes etapas del descubrimiento de fármacos, desde la detección de moléculas 
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activas por unión a un blanco (identificación de hits) hasta la optimización de moléculas 
lideres (Renaud et al., 2016; Renaud and Delsuc, 2009).  
La resonancia magnética nuclear (RMN) es una de las técnicas biofísicas más versátiles y 
con mayor rango de aplicaciones en las diferentes etapas del descubrimiento de fármacos 
(Jahnke, 2007). Si bien, históricamente el mayor impacto de la RMN ha sido su uso en la 
determinación estructural de moléculas pequeñas; en las últimas décadas las aplicaciones 
de la RMN se han expandido a diferentes áreas del descubrimiento de fármacos, dentro 
de las que se encuentra el estudio de las interacciones ligando-proteína. En este sentido, 
la RMN es usada en la identificación de hits por medio de tamizajes de moléculas 
pequeñas frente a una macromolécula de interés (Viegas et al., 2011). Así como, en la 
optimización de moléculas activas por medio del estudio de las características 
estructurales del ligando y el sitio de unión con la macromolécula; lo cual permite hacer 
diseños de síntesis para aumentar la afinidad o extender el sitio que abarca el ligando por 
unión de fragmentos (Fragment Based Drug Discovery- FBDD) (Jahnke, 2007).  
Los estudios de las interacciones ligando-proteína en RMN pueden llevarse a cabo por dos 
aproximaciones: observando los cambios presentados en las señales de la proteína, o los 
cambios en las señales del ligando. En el segundo caso, se pueden monitorear diferencias 
características intrínsecas del ligando, que se pueden ver afectadas al interactuar con una 
macromolécula. Tales como, los tiempos de relajación, desplazamientos químicos y 
coeficientes de difusión molecular (Renaud et al., 2016). Dentro de las metodologías más 
usadas en la aproximación de observación del ligando se encuentran el experimento de 
diferencia de saturación transferida (saturation transfer difference-STD), transferencia de 
la magnetización desde el agua al ligando (WaterLOGSY), experimentos NOE de 
transferencia, entre otros (Maity et al., 2019; Viegas et al., 2011). El experimento STD, es 
quizá uno de los más usados en la determinación de las interacciones ligando-proteína por 
observación del ligando. Esta técnica se fundamenta en el principio del efecto NOE 
(Nuclear Overhauser Effect) diferencial, para lo cual se registran dos espectros a 
frecuencias de irradiación diferentes (Viegas et al., 2011). Inicialmente, se registra un 
primer espectro conocido como off-resonance (Io) en el cual se irradia a una frecuencia 
lejana en donde no se encuentren señales del ligando o de la proteína. Posteriormente, se 
obtiene el espectro on-resonance (Isat) a una frecuencia específica (de 0 a -1 ppm) para 
saturar selectivamente los núcleos de la proteína. De esta forma, si el ligando se encuentra 
en un estado de equilibrio entre la forma libre y el complejo ligando-proteína (L-P), la 
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saturación de los protones de la macromolécula es transferida a los protones del ligando, 
que se encuentren en interacción con la macromolécula, obteniendo un cambio en las 
señales de estos núcleos.  Finalmente, se hace una diferencia de los dos espectros para 
obtener el espectro STD (ISTD = Io - Isat), en donde las señales observadas en modo positivo 
corresponderán a los protones involucrados en las interacciones L-P (Maity et al., 2019; 
Viegas et al., 2011). Además, por medio de experimentos STD competitivos es posible 
determinar el sitio especifico de unión de un ligando de interés por comparación con un 
compuesto de referencia del cual se ha estudiado previamente la unión con la 
macromolécula (Wang et al., 2015). 
El uso simultaneo de técnicas biofísicas y computacionales (in silico) es cada vez más 
popular en diferentes fases del descubrimiento de fármacos. De hecho, en los últimos años 
estas dos aproximaciones se han convertido en unos de los pilares de la estrategia racional 
de descubrimiento de fármacos (Mavromoustakos et al., 2011). En particular, el diseño de 
fármacos asistido por computador basado en la estructura del receptor (Docking) ha tenido 
gran impacto en los diseños racionales debido a que provee información importante en el 
estudio de las interacciones ligando-proteína. Esta herramienta permite predecir el sitio y 
modo de unión entre el ligando y la macromolécula; siendo esta información 
complementaria a los resultados de los estudios in vitro y de técnicas biofísicas (Drwal and 
Griffith, 2013). El estudio de las interacciones ligando-proteína también es un paso 
fundamental para las etapas de optimización de compuestos líderes. En este contexto, el 
uso de las técnicas computacionales como el Docking son de gran utilidad, puesto que 
permiten diseñar modificaciones estructurales en busca de un aumento en la afinidad con 
la diana terapéutica y posteriormente planear rutas de síntesis racionales o direccionadas 
hacía el objetivo particular (Sliwoski et al., 2014).  
Todo lo anterior demuestra que el uso paralelo de técnicas computacionales y biofísicas 
robustecen los resultados de los estudios in vitro y permiten hacer una aproximación a la 
relación estructura-actividad con miras a estudios de optimización de compuestos activos. 
Por lo tanto, se realizó el estudio del sitio y modo de unión de nitidina (EP4) y avicina 
(EP12) con acetilcolinesterasa usando el experimento STD y STD competitivo con 
tioflavina-T; así como por acoplamiento molecular (Docking).  
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5.2. Materiales y Métodos 
5.2.1. General 
Los espectros de RMN fueron registrados en un equipo Bruker Avance NEO 400 (400 MHz 
para 1H). Como solventes y patrones de referencia se emplearon dimetilsulfoxido (DMSO-
d6) y agua deuterada (D2O) (Sigma-Aldrich). En los ensayos de Resonancia Magnética 
Nuclear de saturación por transferencia (STD-NMR), se empleó Acetilcolinesterasa de 
anguila eléctrica EeAChE (E.C.3.1.1.7), tioflavina-T y donepezilo adquiridos de la casa 
comercial Sigma Aldrich.  
5.2.2. Preparación de las muestras para los análisis por RMN y 
establecimiento de las frecuencias de irradiación 
Los compuestos avicina (EP12), nitidina (EP4), tioflavina-T y donepezilo fueron disueltos 
en DMSO deuterado (DMSO-d6) para obtener una solución stock 50 mM. La enzima 
(EeAChE) fue reconstituida en buffer fosfato 10 mM (pH 8.0) obteniendo una solución stock 
1.0 mM. Se prepararon soluciones de los compuestos a una concentración final de 1 mM 
en buffer fosfato 10 mM (pH 8.0) y 10% D2O y se registraron los espectros STD a fin de 
establecer si existe la formación de agregados solubles y las frecuencias de irradiación 
para los espectros off-resonance y on-resonance, evitando así la presencia de artefactos 
en el STD diferencial en presencia de la proteína. Con una solución de la enzima a una 
concentración de 0,01mM en buffer fosfato 10 mM (pH 8.0) y 10% D2O, se verificó a través 
de un espectro de RMN-1H su nivel de pureza. 
Las frecuencias de irradiación en las cuales no se observaron interferencias en el espectro 
diferencial fueron: -2897 Hz (-1.5 ppm) para el espectro on-resonance y 15970.9 Hz (30 
ppm) para el espectro off-resonance. 
Para los experimentos STD ligando-proteína se prepararon 600µL de una solución del 
compuesto (concentración final 1mM) y la enzima EeAChE (concentración final 0,01mM) 




5.2.3. Experimentos de STD para la determinación de las interacciones de 
avicina (EP12) y nitidina (EP4) con Acetilcolinesterasa 
Los experimentos fueron adquiridos a 37°C en espectrómetro Bruker Avance NEO 400, 
usando la secuencia de pulsos, el tiempo de transferencia de la saturación y demás 
condiciones de irradiación previamente establecidas por el estudiante Mateo Forero en su 
trabajo de Maestría (Forero, 2019). Brevemente, la irradiación se realizó con una potencia 
de 10 dB, usando un pulso de saturación gaussiano con una duración de 50 milisegundos. 
Se usaron dos segundos para la transferencia de la saturación y los espectros fueron 
adquiridos con 1024 scans. Los espectros on-resonance y off-resonance fueron sustraídos 
obteniendo el espectro diferencial STD. 
5.2.4. Determinación del sitio de unión por medio de experimentos STD 
competitivos con tioflavina-T 
Para determinar el sitio de unión de avicina y nitidina con Acetilcolinesterasa se realizaron 
experimentos STD competitivos con tioflavina-T (Th-T), la cual previamente se ha 
reportado que se une al sitio aniónico periférico de la AChE (Sulatskaya et al., 2018). Los 
experimentos competitivos fueron registrados con las condiciones descritas anteriormente 
(numeral 5.2.3); partiendo de una solución 1mM de nitidina o avicina y 0,01mM de EeAChE 
en buffer fosfatos 10 mM (pH 8.0) y 10% D2O. A esta solución se le adicionaron diferentes 
volúmenes del ligando de competencia obteniendo concentraciones finales de 0.5, 1, 2, y 
4 mM de Th-T. Se registraron los espectros STD para avicina y nitidina después de cada 
adición de Th-T.  
5.2.5. Estudios de acoplamiento molecular de avicina y nitidina con AChE 
Las estructuras de avicina, nitidina y tioflavina T fueron obtenidas usando el software 
MarvinSketch 17.28.0 (ChemAxon Ltd.) generando los archivos de los ligandos con 
extensión mol2. Posteriormente, los ligandos fueron preparados usando la suite 
AutoDockTools 1.5.6 (http://autodock.scripps.edu/resources/adt), por medio de la adición 
de las cargas atómicas parciales, de hidrógenos (polares y no polares), la asignación de 
los enlaces rotables y no rotables, así como la definición del centro de rotación del ligando; 
obteniendo finalmente el archivo con extensión .pdbqt para cada uno. 
Se empleó la estructura cristalográfica de la enzima humana recombinante para los 
estudios computacionales teniendo en cuenta que las estructuras disponibles para la 
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enzima de anguila eléctrica disponibles en el Protein Data Bank poseen baja resolución 
(>4 Å) lo cual podría conducir a la perdida de información de los modos de unión de los 
ligandos. Así, la estructura tridimensional de la acetilcolinesterasa AChE humana 
recombinante en presencia de donepezilo (PDB ID: 4EY7, 2.35 Å) fue descargada del 
Protein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org/structure/4EY7) y preparada usando el 
módulo Protein Preparation Wizard, incluido en el software Free Maestro 11.4 
(Schrödinger, https://www.schrodinger.com/maestro). En este proceso se asignan órdenes 
de enlace, se adicionan átomos de hidrógeno y se removieron las moléculas de agua, iones 
y todas las demás moléculas empleadas en la cristalización de la enzima. Este archivo de 
se guardó también en extensión pdb. 
Los archivos pdbqt tanto de la proteína como de los ligandos fueron cargados en la suite 
AutoDockTools 1.5.6 (http://autodock.scripps.edu/). El acoplamiento molecular se realizó 
en el programa autodock4. Para lo cual, se determinó un grid map de 60x60x60 puntos, 
con un espaciamiento de 0.375 Å, centrado en el ligando (donepezilo) a las coordenadas 
x =-13.975, y =-43.973 y z =27.117. Los resultados del acoplamiento molecular fueron 
analizados y visualizados en la interfaz gráfica del paquete AutoDockTools 1.5.6. 
5.3. Resultados y Discusión  
5.3.1. Estudio de las interacciones de avicina (EP12) y nitidina (EP4) con 
Acetilcolinesterasa por medio de experimentos STD 
 
Inicialmente se registraron los espectros RMN-1H de avicina y nitidina en buffer fosfatos 10 
mM y 10% D2O, a fin de asegurar que los alcaloides se solubilizaran correctamente a la 
concentración 1mM y de esta forma evitar interferencias en los experimentos STD. En la 
Figura 5-1-A se presenta el espectro RMN-1H obtenido para la avicina, en el cual se 
observan las señales características del núcleo benzofenantridínico (como fue descrito en 
el Cap. 3 Fig 3-9) sin ensanchamientos o perdida de la resolución, lo que indica que este 
compuesto presenta una solubilidad adecuada en el buffer de trabajo. El espectro RMN-
1H obtenido (Figura 5-1-A) fue procesado usando el software MestReNova 12.0, 
eliminando las señales del solvente, lo cual permitió observar claramente las señales 
correspondientes a la avicina (Figura 5-1-B) y de esta forma hacer la asignación de los 




Figura 5-1. A. Espectro de RMN-1H (400 MHz, buffer fosfatos 10 mM-10% D2O) de avicina 
B. Asignaciones de los desplazamientos químicos de avicina en buffer fosfatos 10 mM-
10% D2O 
Este mismo procedimiento se llevó a cabo con la nitidina, en la Figura 5-2, se presentan 
tanto el espectro RMN-1H obtenido, como el espectro procesado en el software 
MestReNova y la asignación de señales. De forma similar, en el espectro RMN-1H de 
nitidina se observó que este alcaloide presenta una buena solubilidad en el medio acuoso 
y por tanto es posible realizar los experimentos STD. 




Figura 5-2. A. Espectro de RMN 1H (400 MHz, buffer fosfatos 10 mM-10% D2O) de nitidina 
B. Asignaciones de los desplazamientos químicos de nitidina en buffer fosfatos 10 mM-
10% D2O 
El análisis de nitidina y avicina por RMN-1H en el buffer fosfatos también permitió 
corroborar que los dos alcaloides se encuentran en la forma cuaternaria al pH empleado 
en los ensayos. Esto teniendo en cuenta que se ha reportado que las benzofenantridinas 
cuaternarias poseen estructuras dependientes del pH presentando equilibrios entre la 
forma de iminio cuaternario y la forma de pseudobase en medios acuosos, como se 
presenta en la Figura 5-3 (Maiti and Kumar, 2009). Este equilibrio usualmente está 
delimitado por los sustituyentes oxigenados en el anillo D de la benzofenantridína. Los 
sustituyentes en la posición 7 favorecen la formación de la pseudobase en presencia de 
solventes próticos por desestabilización el catión iminio; este es el caso de la quelertrina 
cuyo pKa en medio acuoso es aproximadamente 8.7. Mientras que los sustituyentes en la 
posición 9, como es el caso de la nitidina y avicina, suelen estabilizar la forma iminio lo 
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cual dificulta la formación de la pseudo base. Por lo cual, el pKa en medio acuoso para la 
nitidina (pKa > 12) es mayor al de la queleritrina (Šimánek, 1985). 
 
Figura 5-3. Equilibrio ácido-base de alcaloides benzofenantridínicos cuaternarios en 
medio acuoso 
La estabilidad de avicina y nitidina en medio acuso a pH 8 es importante para la actividad 
inhibitoria frente a las colinesterasas, puesto que como se discutió previamente la forma 
cuaternaria de las benzofenantridinas es preferente para la actividad inhibitoria en 
comparación con las formas dihidro. En este contexto, se podría pensar que este equilibrio 
iminio-pseudobase dependiente del pH podría estar relacionado con las diferencias en la 
actividad de los 3 alcaloides cuaternarios aislados de Z. rigidum: fagaridina, nitidina y 
avicina. Como se muestra en la Figura 5-4, la fagaridina es el único de los 3 alcaloides que 
posee un sustituyente en la posición 7, lo que se ha relacionado con la desestabilización 
del catión iminio propiciando la formación de la pseudobase en medios polares próticos, y 
por ende disminuyendo la actividad inhibitoria.  
 
Figura 5-4. Concentraciones inhibitorias cincuenta de las benzofenantridinas cuaternarias 
aisladas de Z. rigidum 
Este tipo de estudios de relación estructura-actividad dependiente del pH ha sido 
previamente reportado para otros alcaloides como la sanguinarina, la cual posee el 
sustituyente metilendioxi en las posiciones 7 y 8 del anillo D. Para este alcaloide, se 
encontró que la actividad antibacteriana mejora cuando se encuentra mayoritariamente la 
forma pseudobase debido su mayor lipofilia lo que conlleva a una mayor biodisponibilidad 
celular (Miao et al., 2011). Por el contrario, se ha encontrado que las formas cuaternarias 
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de las benzofenantridinas son las responsables del alto potencial anticancerígeno de la 
sanguinarina, fagaronina y queleritrina. Lo cual se ha atribuido a una mayor planaridad del 
núcleo, facilitando la unión por intercalación con el ADN (Maiti and Kumar, 2009). Si bien 
la estructura cuaternaria de los alcaloides isoquinolínicos ha mostrado ser deseable para 
la búsqueda de agentes anticancerígenos también podría implicar una mayor citotoxicidad 
en la búsqueda de agentes neuroprotectores, por lo cual se hace necesario determinar la 
toxicidad de avicina y nitidina en células neuronales. 
Para continuar con el análisis por RMN, una vez corroborada la solubilidad y estabilidad 
de los alcaloides en el medio acuoso se procedió a ajustar los parámetros para llevar a 
cabo los experimentos STD. Como punto de partida, se emplearon los parámetros 
establecidos previamente en el trabajo de Maestría del estudiante Mateo Forero, en el cual 
se estudiaron las interacciones de diterpenos de origen marino con la proteína Tubulina 
por medio de experimentos STD (Forero M, 2019). Para ello, se registraron los espectros 
off-resonance y on-resonance de los ligandos en ausencia de enzima para monitorear que 
no las señales en el espectro STD a fin de garantizar la ausencia de señales interferentes. 
En la Figura 5-5, se presentan los espectros STD para los dos alcaloides a las siguientes 
condiciones: 10 dB de potencia del pulso, 50 ms de duración para el pulso de saturación, 
frecuencias de irradiación: -2897 Hz y 15970.9 Hz (on-resonance y off-resonance, 
respectivamente). 
 




Teniendo en cuenta que bajo estas condiciones no se observaron señales en los espectros 
STD de los ligandos, estos parámetros fueron empleados en el estudio de las interacciones 
ligando-enzima. Para lo cual, se registraron los espectros STD para cada alcaloide (1 mM) 
en presencia de EeAChE a una concentración de 0,01 mM, con posterior supresión de la 
señal del agua. En la Figura 5-6-B, se presentan los resultados del experimento STD de 
avicina con AChE, en donde se observan diferentes señales en modo positivo, lo cual 
indica que este compuesto establece interacciones con la enzima. 
 
 
Figura 5-6. Estudio de las interacciones de avicina con EeAChE por medio del experimento 
STD A) Espectro de RMN 1H (400 MHz, buffer fosfatos 10 mM-10% D2O) de avicina 
procesado en el software MestReNova, eliminando las señales del solvente B) espectro 
STD obtenido para avicina en presencia de EeAChE C) espectro STD para avicina en 
presencia de EeAChE procesado en el software MestReNova, eliminando las señales del 
solvente. 
 
El espectro STD obtenido fue procesado en el programa MestReNova eliminando las 
señales del solvente, para observar de forma más clara las señales de la avicina que 
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presentan interacción con la enzima (Fig. 5-6-C). En la figura también se presenta el 
espectro de RMN-1H del compuesto en buffer fosfatos 10 mM-10% D2O (Fig. 5-6-A). Los 
epítopos de unión de avicina con AChE se determinaron por comparación de los espectros 
A (verde) y C (violeta). De esta forma se pudo determinar que la mayoría de los protones 
de la avicina muestran interacciones con la AChE. En particular se observan señales de 
mayor intensidad (espectro violeta)., dentro de las que se destacan los H del núcleo 
aromático de la benzofenantridína (H-10, H-7 H-, H-4, H-11 y H-12). Con menor intensidad 
aparecen los sustituyentes metilendioxi y el N-metilo, esta última señal se puede ver afecta 
debido a que se encuentra cerca a la señal del agua, la cual es irradiada para ser 
suprimida, lo que se observa como una señal en fase negativa en el espectro STD (rojo). 
Finalmente, la señal correspondiente al H-6 (δH 9.05 ppm) se observa con poca intensidad, 
pero altamente ensanchada, lo cual también es un indicativo de su interacción con la 
enzima. 
En la Figura 5-7, se presentan los resultados del experimento STD de nitidina con la 
enzima. En el espectro (rojo) se observan algunas señales en modo positivo que indican 
que efectivamente se presentan interacciones entre el alcaloide y AChE. De forma similar 
a lo realizado con la avicina, los espectros de la nitidina fueron procesados y apilados para 
determinar los epítopos de unión por comparación del espectro STD procesado (violeta), 
con el espectro de RMN-1H obtenido inicialmente en buffer fosfatos (verde). En la Figura 
5-7, se observa que la nitidina presentó menor número de interacciones con la proteína en 
comparación con la avicina. En el experimento STD se aprecian con baja intensidad las 
señales correspondientes a un metoxilo (δH 3.90 ppm), el sustituyente metilendioxi (δH 6.01 





Figura 5-7. Estudio de las interacciones de nitidina con EeAChE A) Espectro de RMN 1H 
(400 MHz, buffer fosfatos 10 mM-10% D2O). B) Espectro STD obtenido para nitidina en 
presencia de EeAChE. C) Espectro STD para nitidina en presencia de EeAChE procesado 
en el software MestReNova, eliminando las señales del solvente. 
 
De acuerdo con los resultados de los experimentos STD de avicina y nitidina con 
Acetilcolinesterasa, se encontró que los dos alcaloides presentan interacciones con la 
enzima; las cuales están dadas principalmente por el núcleo aromático y los sustituyentes 
del anillo D de la benzofenantridina. En la Figura 5-8, se presentan los epítopos de unión 
determinados para los dos alcaloides.  
 
Figura 5-8. Epítopos de unión de avicina y nitidina con EeAChE determinados por medio 
del experimento STD. 
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Para continuar con la caracterización del sitio de unión de la nitidina y la avicina con la 
Acetilcolinesterasa se realizaron experimentos STD competitivos con tioflavina-T.  
5.3.2. Determinación del sitio de unión por medio de experimentos STD 
competitivos con tioflavina-T 
De acuerdo con los resultados de la cinética enzimática con las colinesterasas se encontró 
que avicina y nitidina son inhibidores reversibles-mixtos (Cap. 4; Tabla 4-2), este 
mecanismo de inhibición se ha asociado a ligandos que son capaces de abarcar tanto el 
sitio aniónico catalítico (CAS) como el sitio aniónico periférico (PAS) de la enzima (Cheung 
et al., 2012). Por esta razón, se seleccionaron el donepezilo y la tioflavina-T (Th-T) como 
los ligandos para realizar los experimentos competitivos. El donepezilo es un inhibidor 
reversible-mixto, para el cual se ha demostrado mediante experimentos de difracción de 
rayos X de alta resolución que es capaz de abarcar desde el bolsillo acilo del sitio catalítico 
(CAS) hasta la entrada principal del sitio aniónico periférico (PAS) (Cheung et al., 2012). 
Por otro lado, la Th-T es un compuesto (fluoróforo) usualmente empleado para la detección 
de ligandos que se unen al PAS de la AChE por ensayos de desplazamiento realizando 
medidas de la intensidad de la fluorescencia (Ferrari et al., 2001). 
Inicialmente, se comenzaron los experimentos de competencia con el donepezilo una 
concentración de 0,5 mM. Sin embargo, tras la adición de este compuesto la solubilidad 
de las benzofenantridínas disminuyó considerablemente en el medio acuoso y se observó 
precipitación lo que dificultó la obtención de señales en el espectro STD. Por tal razón, se 
procedió a realizar los experimentos STD competitivos con la tioflavina T.  
Inicialmente, se registró el espectro RMN-1H de la tioflavina en el buffer fosfatos 10 mM y 
10% D2O a fin de verificar la solubilidad y asignar las señales de este compuesto en medio 
acuoso. En el espectro de RMN-1H que se presenta en la Figura 5-9-A, se observan las 
señales características del núcleo benzotiazol de la Th-T. En la región aromática aparecen 
los dobletes correspondientes a los protones H-4 y H-5, así como los protones del 
sustituyente fenilo (2’, 3’, 4’ y 6’) lo que demuestra que no hubo perdida de la resolución 
en el medio acuoso. Adicionalmente, se obtuvo el espectro STD de la Th-T en ausencia 
de la proteína para asegurar que no se presentaran interferencias, como se observa en la 
Figura 5-9-B. Los anteriores resultados indicaron que la tioflavina T es un ligando apto para 




Figura 5-9. A) Espectro de RMN 1H (400 MHz, buffer fosfatos 10 mM-10% D2O) de 
tioflavina-T y asignaciones de los desplazamientos químicos B) d Espectro STD tioflavina-
T en ausencia de acetilcolinesterasa 
Una vez verificada la solubilidad y las frecuencias de irradiación se procedió a realizar los 
experimentos STD competitivos para la avicina tras la adición de diferentes 
concentraciones de Th-T (0.5, 1, 2, y 4 mM). En la Figura 5-10, se presentan los resultados 
de los STD competitivos para avicina, en la cual se observa que las intensidades de las 
señales de este compuesto disminuyen a medida que aumenta la concentración del 
ligando de competencia Th-T. A la concentración 2 mM de Th-T (espectro verde), es decir 
relación 1:2 avicina/Th-T se continuaban observando con baja intensidad las señales de la 
avicina. Por lo cual se empleó una mayor concentración de Th-T (relación 1:4) a fin de 
desplazar totalmente a la avicina (espectro azul). 




Figura 5-10. Experimento STD competitivo (400 MHz, buffer fosfatos 10 mM-10% D2O) 
de avicina con tioflavina-T (Th-T). La intensidad de las señales de la avicina disminuye 
(flechas rojas) a medida que aumenta la concentración de Th-T. 
 
El experimento STD competitivo de avicina con Th-T permitió confirmar que este alcaloide 
se une al sitio aniónico periférico (PAS) de la acetilcolinesterasa. Las interacciones que se 
establecen en el complejo AChE-avicina deberían ser más fuertes que las presentadas por 
la tioflavina-T puesto que se necesitó de una relación 1:4 de este ligando para desplazar 
casi toda la avicina. Al comparar las constantes de inhibición de los dos ligandos: Ki 
avicina= 0,511 µM (Cap. 4, Tabla 4-2) y Ki Th-T= 4,99 µM (Macdonald et al., 2012); se 
encontró que los resultados obtenidos en el experimento STD están en concordancia con 







Adicionalmente, Al comparar las intensidades de las señales de los diferentes protones de 
la avicina se observa que no disminuyen al mismo tiempo con el aumento de la 
concentración de Th-T. Por ejemplo, las señales de los protones aromáticos H-4 y H-1, el 
protón del ion iminio H-6 y los sustituyentes metilendioxi prácticamente desaparecen a la 
concentración 1 mM de Th-T (espectro morado). Mientras que las señales de los protones 
aromáticos H-10, H-11 y H-7 disminuyen más lentamente, siendo apreciables incluso a la 
concentración de 2 mM de Th-T. Por lo que podría esperarse que estos últimos se 
encuentren en un contacto más cercano o estableciendo interacciones más fuertes con la 
enzima. De esta forma, los experimentos STD competitivos no solo sirven para estudiar el 
sitio de unión de un ligando, sino que también permiten se hacer una aproximación a las 
interacciones en la unión de este. 
Los espectros STD competitivos de la nitidina a diferentes concentraciones de Th-T (0.5, 
1 y 2 mM) se presentan en la Figura 5-11. Para este alcaloide se observó un 
comportamiento diferente al descrito anteriormente para avicina, la mayoría de las señales 
de la nitidina desaparecieron casi totalmente con la concentración inicial 0,5 mM de Th-T. 
En el espectro de color purpura solo se observan las señales correspondientes al metoxilo 
y metilendioxi de este compuesto, lo cual indicaría que los protones aromáticos de H-7, H-
10 y H-11 establecen interacciones más débiles. A la concentración 1 mM (espectro 
morado) de Th-T desaparecen las señales de los sustituyentes y se observan 
prácticamente solo las señales del ligando de competencia. Debido a esto solo se 
emplearon tres concentraciones de Th-T. Lo anterior indicaría que la nitidina también se 
une al PAS de la AChE, pero establece interacciones más débiles que la avicina. Lo que 
estaría en concordancia con los resultados de experimentales de la cinética enzimática 
(Cap. 4, Tabla 4-2), en donde se encontró que la nitidina presenta una constante de 
inhibición mayor que la avicina. 




Figura 5-11. Experimento STD competitivo (400 MHz, buffer fosfatos 10 mM-10% D2O) 
de nitidina con tioflavina-T (Th-T).  
 
Por medio de los experimentos de STD competitivos se logró confirmar que tanto la nitidina 
como la avicina se unen al sitio aniónico periférico de la AChE, lo cual se había propuesto 
de forma tentativa de acuerdo con los resultados de la cinética enzimática y por 
comparación con los resultados de acoplamiento molecular reportados para la queleritrina 
(Brunhofer et al., 2012). Sin embargo, considerando las diferencias estructurales entre los 
alcaloides benzofenantridínicos y la tioflavina-T se esperaría que estos establecieran 
modos de unión (conformación y orientación) diferentes. Así que a fin de complementar y 
contrastar los resultados experimentales se realizó el estudio de acoplamiento molecular 








5.3.3. Estudios de acoplamiento molecular de avicina y nitidina con AChE 
El acoplamiento molecular de avicina, nitidina y Th-T se realizó con el objetivo de 
establecer un modelo de unión ligando-receptor que permita complementar la información 
obtenida experimentalmente. Para ello, el acoplamiento se realizó centrando el grid map 
en las coordenadas del donepezilo, teniendo en cuenta que este es el ligando 
cristalográfico de la proteína AChE (PDB 4EY7) y que a su vez es capaz de abarcar tanto 
el CAS como el PAS de la AChE (Cheung et al., 2012). Así que, el sitio de unión de este 
compuesto nos permitiría tener un punto de comparación adecuado para establecer el 
posible modo de unión de los alcaloides benzofenantridínicos 
Inicialmente, se realizó un re-docking o reproducción del modo de unión del ligando 
cristalográfico de la AChE (4EY7) para determinar la energía de unión del donepezilo y 
obtener el RMSD (Root Mean Square Deviation), este parámetro permite cuantificar la 
calidad de reproducción del modelo computacional. Con lo cual, se obtuvieron tres clusters 
con energías de unión entre -10 y 11.6 kcal/mol, el cluster más poblado presentó la menor 
energía de unión (-11.23 kcal/mol) y un RMSD de 0.0 Å lo que indica que el modelo 
computacional es altamente reproducible y apropiado para realizar el estudio 
computacional con los alcaloides. Así, se procedió a realizar el estudio de acoplamiento 
molecular de avicina y nitidina usando el software AutoDock4, en el sitio de unión del 
donepezilo usando los parámetros descritos en la metodología del presente capítulo. Los 
resultados de los modos de unión arrojados por el software se agrupan en clusters de 
acuerdo con la semejanza entre las conformaciones, la energía de unión (kcal/mol) y el 
valor del RMSD. Para la avicina y la nitidina se obtuvo un único clúster (Ver tabla 5-1), lo 
cual indica que los cincuenta modos de unión evaluados por el programa son muy similares 
entre sí, en cuanto a la energía de unión y las coordenadas de las conformaciones (RMSD 
< 0.5 Å). Esto puede estar dado por la rigidez de los alcaloides lo que limita el movimiento 
de la molécula generando pequeños cambios conformacionales. 
Tabla 5-1. Resultados de la energía libre de unión calculada por el programa Autodock 
Compuesto N° de evaluaciones N° de clusters Energía de unión 
Donepezilo 50 3 -11.23 
Avicina 50 1 -10.13 
Nitidina 50 1 -9.84 
Tioflavina-T 50 1   -9.34 
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Las energías de unión calculadas por el programa para la avicina y la nitidina son cercanas 
entre sí, siendo menor para la avicina, lo cual está de acuerdo con los resultados 
experimentales tanto de la cinética enzimática como de los experimentos STD, en donde 
se encontró que este alcaloide presenta una mayor actividad inhibitoria frente a AChE. Al 
comparar estos resultados con el donepezilo, se observa que si bien las 
benzofenantridinas presentan mayores energías de unión estas son cercanas o por lo 
menos comparables con la del donepezilo, el cual es un potente inhibidor de AChE 
actualmente aprobado para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Finalmente, la 
Th-t presentó la mayor energía de unión de todos los ligandos analizados, sin embargo, 
esta es cercana a la de la nitidina. Tal como se observó en los experimentos de STD 
competitivos la Th-T logró desplazar más fácilmente a la nitidina en comparación con la 
nitidina, lo cual se podría estar relacionado con la semejanza en energías de unión a la 
enzima.  
Los estudios por cristalografía de rayos X de alta resolución (>2.5 Å) de la 
acetilcolinesterasa obtenida a partir de diferentes organismos (Torpedo califórnica, 
Drosophila Melanogaster y humana recombinante) han permitido caracterizar 
completamente el sitio activo de la enzima. Adicionalmente, han mostrado que no hay 
cambios significativos en el sitio activo de la enzima humana recombinante en comparación 
con la obtenida a partir de peces eléctricos (Cheung et al., 2012). Por lo cual, estas dos 
estructuras han sido altamente empleadas en la busqueda de agentes terapéuticos para 
la EA, tanto en estudios in vitro, como in silico. El sitio activo de la AChE, se ubica en una 
cavidad o garganta de aproximadamente 20 Å de largo, en donde se han identificado dos 
regiones de unión. El sitio aniónico periférico (PAS) que se localiza a la entrada del 
“desfiladero”, se extiende hacia adentro de la misma y se caracteriza por la presencia de 
un gran número de residuos aromáticos. Por otro lado, al fondo de la cavidad se ubica el 
sitio la cavidad oxoaniónica y el sitio catalítico (tríada catalítica: Ser203, Glu202, His447) 
(Dvir et al., 2010).   
En el estudio cristalográfico del complejo HrAChE-donepezilo se encontró que este 
compuesto establece interacciones π- π tanto con aminoácidos del PAS, específicamente 
el anillo aromático de la indanona con el residuo Trp286; así como con aminoácidos del 
CAS (Trp86), bloqueando el sitio catalítico de la enzima. Además, el anillo de piperidina 
puede establecer interacciones hidrofóbicas con los aminoácidos Tyr341, Phe338 y Try337 
(Cheung et al., 2012). Por medio de la reproducción del modo de unión de este ligando 
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cristalográfico con AChE (re-docking), se observaron todas las interacciones reportadas y 









Figura 5-12. Diagramas 2D de las interacciones de donepezilo y tioflavina-T con AChE 
(PDB 4EY7) obtenidas con el modelo de acoplamiento molecular en el programa AutoDock 
 
En la Figura 5-12, se presentan también los resultados del modelo de acoplamiento 
molecular para el complejo tioflavina T-HrAChE en donde se observa que este ligando 
abarca una menor porción del PAS de la enzima en comparación con el donepezilo. Sin 
embargo, establece interacciones claves al interior del PAS, como las interacciones de tipo 
catión-pi con los aminoácidos Tyr337, Phe338 y de tipo π- π con la Tyr341. Asimismo, el 
anillo aromático del benzotiazol de la Th-T se aproxima al CAS por una interacción de tipo 
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π- π con el residuo Trp86; mientras que el grupo fenildimetilamino se ubica hacia la entrada 
de la cavidad del sitio activo. Los anteriores resultados están en concordancia con reportes 
previos de estudios de acoplamiento molecular para la Th T-AChE de Torpedo californica 
(PDB 2J3Q) (Sulatskaya et al., 2018), lo que sugiere que el modo de unión para el complejo 
tioflavina T-AChE obtenido por técnicas computacionales resulta ser reproducible, incluso 
empleando diferentes estructuras cristalinas de la enzima. 
En el diagrama de las interacciones obtenidas para nitidina y avicina que se presenta en 
la Figura 5-13, se observa que los dos alcaloides benzofenantridínicos presentan 
interacciones con diferentes aminoácidos tanto del sitio aniónico periférico (PAS) como del 
sitio catalítico (CAS). La nitidina, por ejemplo, presenta interacciones de tipo π-π con los 
aminoácidos Trp286 y Tyr341. De forma particular los anillos B, C y D del núcleo de la 
benzofenantridína forman una especie de “anclaje” al establecer interacciones con el 
residuo Tyr341. Esto correlaciona con lo observado en los experimentos de STD-RMN, en 
donde se determinó que los protones aromáticos H-7 y H-11 de la nitidina interaccionan 
con la AChE (Fig. 5-7). En el modelo de unión ligando-receptor también se observa una 
interacción fuerte de tipo ión-ión entre el nitrógeno cuaternario del alcaloide y el residuo 
Asp74 del PAS. Esta interacción confirmaría la relación estructura-actividad propuesta en 
donde la presencia del ión iminio es clave en la actividad inhibitoria mostrada por las 
benzofenantridinas cuaternarias, puesto que, esta interacción de tipo polar solo se podría 
dar cuando nitrógeno tiene carga positiva. Por otro lado, se observan interacciones 
hidrofóbicas e hidrofílicas que contribuyen a la estabilización del complejo nitidina-AChE, 
dentro de estas se destacan las interacciones cercanas al residuo Trp86, que como se 
mencionó anteriormente es un aminoácido del CAS de la enzima. Así que de acuerdo con 
lo anterior se podría inferir que la nitidina, al igual que donepezilo, puede abarcar tanto el 
PAS como el CAS de la enzima. 
En el caso de la avicina, también se presentó la interacción polar entre el nitrógeno 
cuaternario y el residuo Asp74, así como interacciones π-π con los residuos Trp286 y 
Tyr341. Sin embargo, se observa que en el modo de unión obtenido para la nitidina el 
núcleo de la benzofenantridína se encuentra más cercano a estos dos aminoácidos lo que 
permite que se establezcan un mayor número de interacciones π- π. Por ejemplo, en la 
avicina se presentaron tres interacciones entre el anillo A y su sustituyente metilenodioxi 
con el residuo Trp286, mientras en la nitidina solo se observó una interacción. Estos 
resultados del modelo de acoplamiento confirman lo observado en los experimentos STD 
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en los cuales se encontró que los protones aromáticos H-1 y H-4, así como los protones 
del metilendioxi presentan interacciones con la enzima. Los anillos B y C de la 
benzofenantridína interaccionan con el residuo Tyr341, lo que también se observó en los 
experimentos STD. Por otro lado, el anillo D también muestra interacciones π-π con el 
residuo Phe338, mientras el sustituyente metilondioxi de este anillo presenta 3 
interacciones π con los residuos Tyr377 y Trp 86, para este último cabe destacar 
nuevamente que es un aminoácido del CAS. De acuerdo con el modelo computacional la 
avicina se aproxima más al sitio catalítico de la enzima, en comparación con la nitidina, e 
incluso se establecen interacciones polares de estabilización entre el sustituyente 
metilendioxi (del anillo D) y la His447 que hace parte de la triada catalítica de la AChE 
humana. En este contexto, la avicina presenta un mayor número de interacciones con la 
enzima que la nitidina, lo cual también se evidenció por RMN, implicando una mayor 






Figura 5-13. Diagramas 2D de las interacciones de nitidina y avicina con AChE (PDB 
4EY7) obtenidas con el modelo de acoplamiento molecular en el programa AutoDock 
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Tal como se había propuesto en los análisis cualitativos de relación estructura-actividad 
para estas dos benzofenantridinas (Cap. 4, Pag. 145) el sustituyente metilendioxi aporta a 
la actividad inhibitoria en comparación con los metoxilos vecinales. En la Figura 5-14, se 
presenta la superposición de los modos de unión obtenidos a partir de modelo de 
acoplamiento de la nitidina (amarillo) y la avicina (morado) con HrAChE, en donde se 
puede observar los dos alcaloides presentan un modo de unión muy similar en el sitio 
activo de la enzima, pero como se mencionó anteriormente la avicina se aproxima más al 
CAS por el metilendioxi del anillo D de la benzofenantridína lo que favorece la interacciones 
π-π con los aminoácidos del CAS y por ende aumenta la afinidad por la enzima. 
 
Figura 5-14. Superposición de las conformaciones activas de nitidina (amarillo) y avicina 
(morado) con HrAChE (PDB 4EY7) obtenidas a partir del modelo de acoplamiento 
molecular  
En estudios previos de acoplamiento molecular con la queleritrina, la cual tiene alta 
homología estructural con la nitidina, pues solo se diferencian en las posiciones de los 
sustituyentes metoxilo del anillo D, se encontró que la queleritrina presenta interacciones 
de apilamiento π-π con los residuos Tyr124 y Tyr334 del PAS e interacciones de enlace 
de hidrógeno con el residuo Tyr130 del CAS  (Brunhofer et al., 2012). Lo que muestra que, 
pese a la semejanza estructural de las benzofenantridinas estas pueden establecer modos 
de unión diferentes con la AChE. 
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Teniendo en cuenta que se ha demostrado que las regiones hidrofóbicas aromáticas del 
del sitio aniónico periférico (PAS) de la AChE se encuentran directamente involucradas en 
el proceso de agregación de la β-amiloide, los resultados obtenidos para el acoplamiento 
molecular de nitidina y avicina en donde se encontró que los dos pueden establecer 
interacciones π- π con el residuo Trp286 son altamente promisorios en la búsqueda de 
ligandos multimodales. Así, se esperaría que estos compuestos disminuyan la agregación 
de Aβ mediada por ChEs en modelos neuronales in vitro o in vivo, por lo cual, sería 
recomendable continuar con estudios de neuroprotección de estos alcaloides. También 
estos resultados abren la posibilidad al diseño de ligandos multimodales más potentes con 
base en la estructura de las benzofenantridinas, enfocados a abarcar mayor porción del 
PAS y de esta forma aumentar el potencial neuroprotector por modulación de la agregación 
de β-amiloide.  
Finalmente, se realizó un análisis de similitud del modo de unión de los dos alcaloides y la 
Th-T respecto al donepezilo, en donde se encontró que la nitidina presenta la mayor 
similitud con 70% de interacciones compartidas. Como se presenta en la matriz de 
interacciones de Figura 5-15, las mayores semejanzas en la unión de estos ligandos se 
dan por las interacciones lipofílicas. Esto corroboraría que el sitio de unión de los dos 
alcaloides es el mismo del donepezilo y la Th-T, tal como se había determinado en los 
experimentos STD, y que los alcaloides pueden establecer interacciones con aminoácidos 
diferentes en este sitio de unión.  
 
Figura 5-15. Diagrama de interacciones de los ligandos en comparación con donepezilo 




El estudio de nitidina y avicina por Resonancia Magnética Nuclear a través de 
experimentos STD permitió establecer que estos alcaloides interaccionan de forma 
diferencial con la acetilcolinesterasa. En donde la avicina presentó un mayor número de 
interacciones con la enzima en comparación con la nitidina. Adicionalmente, por medio de 
los experimentos de STD competitivos con Tioflavina-T se confirmó que tanto avicina como 
nitidina se unen al sitio aniónico periférico de la EeAChE. Encontrando que Las 
interacciones que se establecen en el complejo AChE-avicina son más fuertes que las 
presentadas en el complejo AChE-nitidina, lo que se relaciona con la menor constante de 
inhibición obtenida para la avicina en los estudios cinéticos realizados en el capítulo 4.  
El acoplamiento molecular de avicina y nitidina permitió proponer un modelo de unión con 
la acetilcolinesterasa y de esta forma complementar la información obtenida con la técnica 
biofísica. Además, los resultados del acoplamiento molecular permitieron confirmar las 
interacciones observadas experimentalmente en el estudio por RMN. Los dos alcaloides 
benzofenantridínicos presentaron interacciones con diferentes aminoácidos tanto del sitio 
aniónico periférico (PAS) como del sitio catalítico (CAS), lo que implica que pueden abarcar 
una gran porción del sitio activo de la enzima. Al no mostrar interacciones directas con los 
aminoácidos de la triada catalítica se corroboraría que son inhibidores no competitivos. Y 
al abarcar tanto el PAS como el CAS se explicaría el hecho que puedan unirse tanto a la 
enzima libre como al complejo enzima-sustrato, es decir que sean inhibidores mixtos. Las 
interacciones de tipo π-π mostradas por los dos alcaloides con aminoácidos del sitio 
aniónico periférico de la Acetilcolinesterasa, respaldan el potencial multimodal de estos 
ligandos teniendo en cuenta que este sitio se ha identificado como clave dentro de la 
modulación de la agregación de β-amiloide.  
 

















6.2. Recomendaciones y proyecciones 
 
Se recomienda realizar estudios químicos bio-dirigidos de las demás especies del género 
Zanthoxylum que fueron priorizadas mediante el perfilado metabolómico y el estudio 
bioquimiométrico, con el fin de aislar otros alcaloides benzofenantridínicos y de esta forma 
establecer una librería de benzofenantridinas del grupo de investigación (QuiProNaB) para 
posteriores estudios de dereplicación o de estructura-actividad. 
 
Teniendo en cuenta que en el tamizaje frente a las colinesterasas se observó que el grado 
de saturación del núcleo base de los alcaloides isoquinolínicos afecta la actividad 
inhibitoria, se podría realizar un estudio de semisíntesis a partir de los alcaloides 
mayoritarios aislados a fin de determinar de forma inequívoca el rol de la aromaticidad y/o 
el nitrógeno cuaternario en la afinidad con el blanco molecular. 
 
De acuerdo con el potencial presentado por la fagaridina EP8 en la inhibición selectiva 
frente a BChE, se recomienda continuar con el estudio cinético para determinar el 
mecanismo y la constante de inhibición; y complementar estos resultados con técnicas 
computacionales para predecir el sitio y modo de unión con la enzima.  
 
Los resultados de la actividad multimodal indican que la nitidina y la avicina presentan 
características estructurales claves en la inhibición de enzimas encargadas de la 
degradación de neurotransmisores y en la oligomerización del péptido amiloide, lo cual 
representa un importante punto de partida para estudios de estructura-actividad a fin de 
potencializar dicha actividad y minimizar posibles efectos no deseados relacionados con 
la planaridad del scaffold de la benzofenantridina. Adicionalmente, considerando que los 
dos alcaloides son sales de amonio cuaternarias se hace necesario determinar la 
capacidad para cruzar la barrera hematoencefálica.  
 
Finalmente, se recomienda continuar los estudios de in vitro en modelos celulares 
neuronales para determinar la citotoxicidad y evaluar el potencial neuroprotector de nitidina 
y avicina. 
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Anexo A: Espectros de masas 
(MS/MS2) y rutas de fragmentación de 
los potenciales inhibidores de 
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MS/MS2 y ruta de fragmentación para la variable 48POS anotada como dihidroqueleritrina 
 
 
MS/MS2 y ruta de fragmentación para la variable 40POS anotada como N-metilcanadina 
 




MS/MS2 y ruta de fragmentación para 293POS anotada como 6-acetonildihidroqueleritrina 
 
 
MS/MS2 y ruta de fragmentación para la variable 123POS anotada como columbamina 
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MS/MS2 y ruta de fragmentación para 248POS anotada como 6-acetildihidroqueleritrina 
 
 
MS/MS2 y ruta de fragmentación para la variable 301POS anotada como 6-oxiqueleritrina 




MS/MS2 y ruta de fragmentación para la variable 432POS anotada como 6-metoxiqueleritrina 
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Estado físico Sólido amarillo 
Punto de fusión 206-208 °C 
Formula molecular  C21H18NO4+ 
HRESIMS (Experimental)  348.12299 
HRMS (Calculada) 348.12303 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3- CD3OD): δ ppm 10.07 (s, 1H, H-6), 8.73 (d, 1H, J = 9.0 Hz, H-10), 
8.70 (d, 1H, J = 8.9 Hz, H-11), 8.27 (d, 1H, J = 8.8 Hz, H-12), 8.25 (s, 1H, H-4), 8.23 (d, 1H, J = 
9.1 Hz, H-9), 7.60 (s, 1H, H-1), 6.31 (s, 2H, OCH2O), 5.08 (s, 3H N-CH3), 4.29 (s, 3H, OCH3), 
4.17 (s, 3H, OCH3) 















Estado físico Cristales amarillos oscuros 
Punto de fusión 203-205 °C 
Formula molecular  C20H18NO4+ 
HRESIMS (Experimental)  336.12990 
HRMS (Calculada) 336.12303 
RMN 1H (400 MHz, CD3OD): δ ppm 9.79 (s, 1H, H-8), 8.73 (s, 1H, H-13), 8.14 (d, J = 9.0 Hz, 1H, 
H-11), 8.02 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H-12), 7.68 (s, 1H, H-1), 6.98(s, 1H, H-4), 6.13 (s, 2H, OCH2O), 
4.95 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H-6), 4.23 (s, 3H, O-CH3), 4.13 (s, 3H, O-CH3), 3.28 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H-
5). 







































Estado físico Sólido naranja 
Punto de fusión  °C 
Formula molecular  C20H20NO4+ 
HRESIMS (Experimental)  338.13870 
HRMS (Calculada) 338.13866 
RMN 1H (400 MHz, CD3OD): δ ppm δ 9.73 (s, 1H, H-8), 8.77 (s, 1H, H-13), 8.51 (s, 1H, OH), 8.10 
(d, J = 8.8 Hz, 1H, H-12), 8.00 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-11), 7.66 (s, 1H, H-1), 6.86(s, 1H, H-4), 4.91 
(t, J = 6.3 Hz, 2H, H-6), 4.20 (s, 3H, O-CH3), 4.10 (s, 3H, O-CH3), 4.02 (s, 3H, O-CH3),  3.21 (t, J 
= 5.8 Hz, 2H, H-5) 
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Tabla 1. Porcentajes de inhibición para el tamizaje de los alcaloides aislados del extracto 
de raíces de Z. rigidum frente a colinesterasas*  
Compuesto 
EeAChE HrAChE EqBuChE 
1 µM 10 µM 1 µM 10 µM 1 µM 10 µM 
 %I EE %I EE %I EE %I EE %I ED %I EE 
EP22-4 27,6 3,2 71,8 2,9 29,7 1,1 49,0 3,7 10,6 0,81 14,5 0,7 
EP1A 40,0 0,9 87,2 1,0 35,5 5,4 75,4 4,7 18,3 1,3 75,3 0,9 
EP5 16,9 2,7 34,5 2,7 37,1 2,2 48,7 4,5 18,0 0,6 22,6 1,3 
EP2A 39,2 4,0 67,7 1,1 32,0 2,8 48,4 0,7 36,8 0,5 75,8 0,4 
EP4 73,4 1,6 97,1 1,3 58,9 3,7 85,2 2,5 27,5 1,0 91,4 0,5 
EP8 26,2 1,0 75,9 0,9 41,1 4,3 63,1 3,3 56,5 0,8 85,7 0,3 
EP12 87,2 1,3 99,0 1,0 71,8 4,0 93,5 0,8 45,8 1,6 91,1 0,2 
EP15 28,4 1,5 79,7 0,7 31,6 2,4 57,5 3,1 25,9 0,9 53,1 1,1 
EP22-3 11,2 1,3 50,5 5,2 18,1 5,5 26,8 4,0 16,7 1,2 34,7 1,5 
Fisostigmina 90,7 0,5 100,0 0,2 85,0 2,8 93,8 1,1 97,0 0,4 100,0 0,1 
Los porcentajes de inhibición se presentan como el promedio y el error estándar de la media de tres 
experimentos independientes cada uno realizado al menos por duplicado, los cuales fueron calculados usando 
el programa estadístico GraphPad Prism 6.   
*Los alcaloides se probaron a dos concentraciones contra AChE de anguila eléctrica (EeAChE), AChE 
recombinante humana (HrAChE) y BChE de suero equino (EqBChE) utilizando una adaptación del ensayo 
colorimétrico como se describió en la página 117. 
 
Tabla 2. Porcentajes de inhibición para el tamizaje de los alcaloides aislados del extracto 
de raíces de Z. rigidum frente monoamino oxidasas* 
Compuesto MAO-A MAO-B 
 %I SD %I SD 
EP22-4 45,0 2,2 11,9 2,7 
EP1A 34,8 2,3 17,0 0,5 
EP5 11,1 1,7 49,6 0,5 
EP2A 61,6 0,9 58,3 0,9 
EP4 74,7 3,7 24,4 0,3 
EP8 37,6 0,9 14,0 1,1 
EP12 97,6 0,2 9,1 0,7 
EP15 12,4 1,9 8,2 1,0 
EP22-3 7,9 0,5 22,0 0,2 
Clorgilina 100,0 0,6 8,3 0,5 
Safinamida 10,6 0,4 100,0 0,4 
Los porcentajes de inhibición se presentan como el promedio y el error estándar de la media de dos 
experimentos independientes cada uno realizado por duplicado, los cuales fueron calculados usando el 
programa estadístico GraphPad Prism 6.   
* El ensayo de inhibición de la monoamino oxidasa A / B se realizó como se describió en la página 118 utilizando 









Anexo C. Resultados del tamizaje multi-diana 187
 
 
Tabla 3. Porcentajes de inhibición para el tamizaje de los alcaloides aislados del extracto 
de raíces de Z. rigidum frente a la agregación de β-amiloide (1-42)* 
Compuesto Aβ1-42  Aβ1-42 + AChE 
 %I SD %I SD 
EP22-4 39,3 0,8 48,7 3,5 
EP1A 79,4 1,4 95,7 1,2 
EP5 48,4 1,4 54,0 2,4 
EP2A 100,0 2,5 98,7 1,2 
EP4 79,4 1,5 95,2 1,2 
EP8 50,9 2,6 61,2 2,5 
EP12 78,0 1,9 92,7 0,9 
EP15 39,4 0,8 47,2 2,6 
EP22-3 -1,9e-7 1,4 -1,3e-7 3,1 
Rojo de fenol 85,7 0,7 100,0 0,6 
Los porcentajes de inhibición se presentan como el promedio y el error estándar de la media de tres 
experimentos independientes cada uno realizado como mínimo por duplicado, los cuales fueron calculados 
usando el programa estadístico GraphPad Prism 6.   
*Los alcaloides se probaron en la actividad antiagregante de beta amiloide en dos ensayos, auto agregación y 
agregación inducida por AChE de anguila eléctrica por el método de fluorescencia con tioflavina-T (Xue et al., 
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